Sinilupiinin idätys ja fermentointi by Viksten, Suvi
ISSN 0355-1180
 
 
 
  
 
HELSINGIN YLIOPISTO 
 
 
Elintarvike- ja ympäristötieteiden laitos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EKT-sarja 1549 
 
 
 
 
SINILUPIININ IDÄTYS JA FERMENTOINTI 
 
 
 
 
Suvi Viksten 
 
 
 
 
 
 
Helsinki 2012 
 HELSINGIN YLIOPISTO ⎯ HELSINGFORS UNIVERSITET ⎯ UNIVERSITY OF HELSINKI 
Tiedekunta/Osasto ⎯ Fakultet/Sektion ⎯ Faculty 
Maatalous-metsätieteellinen tiedekunta 
Laitos ⎯ Institution ⎯ Department 
Elintarvike- ja ympäristötieteiden laitos 
Tekijä ⎯ Författare ⎯ Author 
Suvi Viksten 
Työn nimi ⎯ Arbetets titel ⎯ Title 
Sinilupiinin idätys ja fermentointi 
Oppiaine ⎯Läroämne ⎯ Subject 
Elintarviketeknologia (yleinen elintarviketeknologia) 
Työn laji ⎯ Arbetets art ⎯ Level 
Maisterin tutkielma 
Aika ⎯ Datum ⎯ Month and year 
Toukokuu 2012 
Sivumäärä ⎯ Sidoantal ⎯ Number of pages 
83 
Tiivistelmä ⎯ Referat ⎯ Abstract 
Kirjallisuuskatsauksessa keskityttiin sinilupiinin siementen proteiineihin ja liukenemattomaan 
ravintokuituun, β-(1?4)-galaktaaniin, ja siihen miten ne pilkkoutuvat idätyksen aikana. Lisäksi 
käsiteltiin lupiinien elintarvikesovelluksia ja lupiinien haitallisia aineita: allergeeneja ja 
α-galaktosideja. Kokeellisen työn tavoitteena oli määrittää sinilupiinin siementen 
peptidaasiaktiivisuus idätyksen eri vaiheissa, luokitella siementen peptidaasit ja tutkia 
proteiineissa tapahtuvia muutoksia idätyksen ja fermentoinnin aikana sekä määrittää siementen 
vesiliukoisen proteiinin osuus. 
 
Sinilupiinin siemeniä liotettiin vedessä yön yli ja niitä idätettiin pimeässä (15 °C, suhteellinen 
kosteus 100 %). Peptidaasiaktiivisuus määritettiin spektrofotometrisesti atsokaseiinin toimiessa 
substraattina. Peptidaasien luokittelussa käytettiin luokkaspesifisiä peptidaasi-inhibiittoreita 
(Pepstatin A, PMSF, E-64 ja O-FEN). Fermentoinneissa (35 °C, 24 h) käytettiin Lactobacillus 
brevistä ja Lactobacillus rhamnosusta sekä leivinhiivaa. Proteiineissa tapahtuvia muutoksia 
idätyksen ja fermentoinnin aikana seurattiin elektroforeesilla (SDS-PAGE). Vesiliukoisen 
proteiinin osuus määritettiin Dumas-menetelmällä liotetuista ja idätetyistä (2 d) siemenistä 
valmistetuista uutteista. 
 
Peptidaasiaktiivisuus lisääntyi toiseen idätyspäivään asti, jonka jälkeen se pysyi vakiona 
neljänteen idätyspäivään asti. Inhibiittorikokein tunnistettiin seriini- ja aspartyylipeptidaasit, 
mutta ei kysteiinipeptidaaseja, joiden on aiemmin todettu pilkkovan palkokasvien proteiineja 
idätyksen aikana. Tässä työssä käytetyn kysteiini-inhibiittorin, E64:n, on todettu aiemmin 
inhiboivan vain papaiiniheimoon luokiteltavia kysteiinipeptidaaseja, ei legumaiiniheimoon 
luokiteltavia. Proteiinien pilkkoutumista havaittiin jonkin verran 4 vuorokautta idätetyissä 
siemenissä ja pilkkoutuminen jatkui fermentointien aikana. Idätyksen ja fermentointien aikana 
pilkkoutui pääasiassa suurimolekyylipainoisia proteiineja (45–100 kDa). Lisäksi 17 kDa:n 
polypeptidi pilkkoutui fermentointien aikana. Mahdollisina hydrolyysituotteina fermentointien 
aikana muodostui 20 kDa:n polypeptidejä. Proteiinien pilkkoutuminen fermentointien aikana oli 
hieman tehokkaampaa silloin, kun fermentoinneissa käytettiin 2 vuorokautta idätettyjä siemeniä 
verrattuna idättämättömiin siemeniin. Vesiliukoisen proteiinin osuus liotetuissa ja 2 vuorokautta 
idätetyissä siemenissä vaihteli välillä 35–96 %, ja pitoisuus lisääntyi selvästi uuttoliuoksen pH:n 
kasvaessa pH 6:sta välille 7,5–9,0. Täten uuttoliuoksen emäksisyyden lisääntyminen muutti 
varastoproteiinien rakennetta vesiliukoisempaan muotoon.  
 
Idätetyn sinilupiinin peptidaasiaktiivisuutta voitaisiin hyödyntää erilaisissa 
fermentointiprosesseissa. Sinilupiinin varastoproteiinit olivat hyvin vesiliukoisia, mitä voisi 
puolestaan hyödyntää erilaisten maitotaloustuotteiden korvikkeiden valmistuksessa. 
Avainsanat ⎯ Nyckelord ⎯ Keywords 
Sinilupiini, idätys, fermentointi, peptidaasiaktiivisuus, proteiinien pilkkoutuminen 
Säilytyspaikka ⎯ Förvaringsställe ⎯ Where deposited 
Helsingin yliopiston digitaalinen arkisto, Helda 
Muita tietoja ⎯ Övriga uppgifter ⎯ Further information 
EKT-sarja 1549 
 HELSINGIN YLIOPISTO ⎯ HELSINGFORS UNIVERSITET ⎯ UNIVERSITY OF HELSINKI 
Tiedekunta/Osasto ⎯ Fakultet/Sektion ⎯ Faculty 
Faculty of Agriculture and Forestry 
Laitos ⎯ Institution ⎯ Department 
Department of Food and Environmental 
Sciences 
Tekijä ⎯ Författare ⎯ Author 
Suvi Viksten 
Työn nimi ⎯ Arbetets titel ⎯ Title 
Germination and fermentation of blue lupin 
Oppiaine ⎯Läroämne ⎯ Subject 
Food Technology (General Food Technology) 
Työn laji ⎯ Arbetets art ⎯ Level 
Master’s Thesis 
Aika ⎯ Datum ⎯ Month and year 
May 2012 
Sivumäärä ⎯ Sidoantal ⎯ Number of 
pages 
83 
Tiivistelmä ⎯ Referat ⎯ Abstract 
The literature review focused on the proteins and insoluble fibre, β-(1?4)-galactan, of blue lupin 
seed and how they degrade during germination. The review also dealt with the food applications 
of lupins and the harmful substances of lupins: allergens and α-galactosides. The object of the 
experimental study was to determine the peptidase activities in the blue lupin seeds at the different 
stages of germination, classify the peptidases in the seeds and investigate the changes occuring in 
the proteins during germination and fermentation. The percentage of the water-soluble protein in 
the seeds was also determined. 
 
Blue lupin seeds were soaked in water over night and were germinated in the dark (15 ° C, 
RH 100 %). Peptidase activities were determined spectrofotometrically using azo-casein as a 
substrate. Class-specific peptidase-inhibitors (Pepstatin A, PMSF, E-64 and O-FEN) were used for 
classification of peptidases. Lactobacillus brevis and Lactobacillus rhamnosus were used in the 
fermentations (35 °C, 24 h) as well as baking yeast. The changes which occured in the proteins 
during germination and fermentation were investigated by electrophoresis (SDS-PAGE). The 
Dumas method was used to determine the percentage of the water-soluble protein in the extracts 
composed of soaked and germinated (2 day) seeds.  
 
Peptidase activities increased until the second day of germination and then remained constant until 
the fourth day. Serine- and aspartic peptidases were identified by inhibitor tests but not cysteine 
peptidases, even though cysteine peptidases have been previously known to break down legume 
proteins during germination. The cysteine peptidase inhibitor, E-64, used in this study has been 
observed earlier to inhibit cysteine peptidases belonging to papain family but not to legumain 
family. Proteins degraded slightly when the germination continued 4 days, and the degradation 
continued further during the fermentations. Large polypeptides (MW 45–100 kDa) mainly 
degraded during germination and fermentation. In addition, 17 kDa polypeptides degraded during 
fermentation. Possible 20 kDa hydrolysis products also formed during fermentation. The 
degradation of proteins in fermentations was more efficient when seeds germinated for 2 days 
were used compared to ungerminated seeds. The content of the water-soluble protein in the 
soaked seeds and the seeds germinated for 2 days varied between 35–96 %, and the content 
increased markedly when the pH of the extraction solvent increased from 6 to between 7.5–9.0. 
Thus the alkalinity of the extraction solution changed the structure of the storage seed proteins to 
more water-soluble form.  
 
The peptidase activity of germinated blue lupin could be applied in varied fermentation processes. 
The storage proteins of blue lupin were extremely water-soluble, so this discovery could be 
utilised for manufacturing substitutes for dairy products. 
Avainsanat ⎯ Nyckelord ⎯ Keywords 
Blue lupin, germination, fermentation, peptidase activity, degradation of proteins 
Säilytyspaikka ⎯ Förvaringsställe ⎯ Where deposited 
The Digital Repository of University of Helsinki, Helda 
Muita tietoja ⎯ Övriga uppgifter ⎯ Further information 
EKT Series 1549 
 
 ESIPUHE 
 
Tutkielmani aiheena oli sinilupiinin idätys ja fermentointi, ja tutkielmani tein elintarvike- 
ja ympäristötieteiden laitoksessa, Helsingin yliopistossa. Tutkimukseni liittyi kampuksella 
käynnistettyyn ohjelmaan: Grain legume quality for food purposes, jota vetivät tutkija Fred 
Stoddard ja professori Vieno Piironen. Rahoituksen tutkimukseeni sain Raisio Oyj:n 
Tutkimussäätiöltä. Työni pääohjaaja oli dosentti Jussi Loponen, toinen ohjaaja oli 
yliopistonlehtori Tuula Sontag-Strohm ja valvoja oli professori Kirsi Jouppila.  
 
Haluan lämpimästi kiittää Jussi Loposta, jolta löytyi aina aikaa graduni ohjaukseen. Jussi 
oli koko graduni teon ajan kannustava ja reilu, ja häneltä sain paljon sekä tutkielmani 
kirjoitukseen että kokeellisen osan suoritukseen liittyviä neuvoja. Kiitän Tuula Sontag-
Strohmia, jolta sain sekä kannustusta että tutkimukseni teoriapuoleen liittyvää ohjausta. 
Kiitän laboratorioteknikko Outi Brinckiä korvaamattomasta avusta tutkimukseni 
käytännön suorituksessa laboratoriossa. Lisäksi kiitän erityisesti niitä opiskelukavereita, 
jotka painivat gradun teon kanssa samoihin aikoihin kuin minäkin. Heidän kanssaan on 
vaihdettu kokemuksia ja heiltä olen saanut koko gradun teon ajan vertaistukea ja 
kannustusta. 
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1 JOHDANTO 
 
Sinilupiini kuuluu palkokasveihin, ja sitä viljellään pääasiassa Australiassa, mutta se on 
mahdollinen viljeltävä myös Suomen olosuhteissa. Yleisin sinilupiinin elintarvikesovellus 
on siemenien ydinjauhon sekoitus vehnäjauhoon esimerkiksi leipien, muffineiden, pastan 
ja keksien valmistusta varten. Sinilupiinin siemeniä käytetään myös Aasiassa soijan 
korvikkeena perinteisissä fermentoiduissa ruuissa, kuten mison ja tempen (Sweetingham ja 
Kingwell 2008). Sinilupiinin etuna elintarvikesovelluksissa on siemenien suuri 
proteiinipitoisuus, joka on ollut välillä 29–44 % (Hove 1974; Evans ym. 1993). Lupiineista 
on toisaalta löydetty allergisoivia proteiineja (Jappe ja Vieths 2010). 
 
Sinilupiinin siemen ei sisällä juuri lainkaan tärkkelystä (Hove 1974; Evans ym. 1993), 
mutta se sisältää paljon ravintokuitua. Evansin ym. (1993) mukaan kuorettoman 
sinilupiinin siemenen ravintokuitupitoisuus oli 30 %, ja tästä määrästä liukenematonta 
ravintokuitua oli 85 %. Crawshaw’n ja Reidin (1984) mukaan kuorettoman sinilupiinin 
siemenen ravintokuitupitoisuus oli noin 20 %. Ravintokuidun kuorettomassa sinilupiinin 
siemenessä on todettu muodostuvan pääasiassa β-(1?4)-galaktaanipolymeereistä (Al-
Kaisey ja Wilkie 1992) ja ekso-(1?4)-β-galaktanaasin on havaittu pilkkovan rakennetta 
spesifisesti idätyksen aikana (Buckeridge ja Reid 1994; Buckeridge ym. 2005).  
 
Palkokasvit, kuten sinilupiini, sisältävät ilmavaivoja aiheuttavia oligosakkarideja, 
α-galaktosideja. Martinez-Villaluengan ym. 2008 mukaan sinilupiinin α-
galaktosidipitoisuus oli 6,7–11,5 % kuiva-aineesta, ja tästä määrästä eniten oli stakkioosia 
(3,6–5,2 %). Palkokasvien α-galaktosidien on kuitenkin todettu pilkkoutuvan idätyksen 
aikana (Kadlecin ym. 2008). Jo kahden vuorokauden idätyksen jälkeen α-galaktosidit 
olivat hajonneet 100-prosenttisesti sinilupiinilajikkeissa (Trugo ym. 1993). Martinez-
Villaluengan ym. (2008) mukaan α-galaktosidit ovat vesiliukoisia, joten siementen 
liottaminen vedessä poisti suurimman osan α-galaktosideista. Toisaalta fermentoinnin on 
myös havaittu pienentävän palkokasvien α-galaktosidipitoisuutta (Martinez-Villaluenga 
ym. 2008). 
 
Müntzin ym. (1996) mukaan sinilupiinin siementen neljä proteiiniryhmää ovat α-, β-, γ- ja 
δ-konglutiinit, joista α-, β- ja γ-konglutiinit olivat suolaliukoisia globuliineja ja δ-
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konglutiinit jakaantuivat globuliineihin ja vesiliukoisiin albumiineihin. Disulfisidosten on 
todettu liittävän α-, γ- ja δ-konglutiinien rakenteita yhteen, mutta ei β-konglutiinien. Monet 
lupiinin globuliinit olivat glykoproteiineja (Duranti ym. 1981; Ferreira ym. 1995). 
Sinilupiinin siemenen α-, β- ja γ-konglutiineihin oli liittyneenä eri määriä mannoosia, 
galaktoosia ja glukosamiinia (Eaton-Mordas ja Moore 1978, 1979).  
 
Idätyksen aikana siemenien proteiinit pilkkoutuvat tarjoten typpeä ja hiiltä kasvin kasvua 
varten. Erityisesti α- että β-konglutiinien on todettu pilkkoutuvan lupiinien idätyksen 
aikana (Duranti ym. 2008), mutta β-konglutiinien pilkkoutumisen on todettu olevan 
nopeampaa kuin α-konglutiinien (Duranti ym. 1984). Kysteiinipeptidaaseja on löydetty 
monista palkokasveista, kuten soijasta (Seo ym. 2001; Zakharov ym. 2004) ja monista 
erilaisista pavuista (Tully ja Beevers 1978; Mitsuhashi ym. 1986; Kembhavi ym. 1993; 
Usha ja Singh 1996), joten ne saattavat pilkkoa myös sinilupiinien proteiineja idätyksen 
aikana. Sinilupiinin kysteiinipeptidaaseja ei ole toistaiseksi tutkittu. Kysteiinipeptidaasien 
on todettu muodostuvan palkokasveissa idätyksen aikana, ja niiden pitoisuuksien 
siemenessä on todettu olevan suurimmillaan idätyksen jatkuttua 4–6 vuorokautta (Tully ja 
Beevers 1978; Mitsuhashi ym. 1989).  
 
Kirjallisuuskatsauksen tavoitteena oli selvittää, miten sinilupiinin tärkeimmät 
makrokomponentit eli proteiinit ja liukenematon ravintokuitu, β-(1?4)-galaktaani, ovat 
muodostuneet ja miten ne pilkkoutuvat idätyksen aikana. Lisäksi kirjallisuuskatsauksessa 
käsiteltiin lupiinien elintarvikesovelluksia ja lupiinien haitallisia aineita: allergeeneja ja 
α-galaktosideja. Kokeellisen tutkimuksen tavoitteena oli keskittyä sinilupiinin siemenen 
proteiinien muutoksiin idätyksen ja fermentoinnin aikana. Tavoitteena oli määrittää 
siementen peptidaasiaktiivisuuksia idätyksen eri vaiheissa, luokitella sinilupiinin 
peptidaasit ja tutkia proteiinien pilkkoutumista idätyksen ja fermentoinnin aikana sekä 
määrittää siementen vesiliukoisten proteiinien osuus. 
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2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1 Sinilupiinin elintarvikesovellukset 
 
Lupiinit, kuten sinilupiini, kuuluvat palkokasveihin (Gepts ym. 2005). Sinilupiinia 
viljellään maailmalla eniten Länsi-Australiassa (Sweetingham ja Kingwell 2008). 
Sweetinghamin ja Kingwellin (2008) mukaan lupiinin pääasialliset elintarvikesovellukset 
olivat ydinosasta tehdyn jauhon sekoitus vehnäjauhoon, koko jyvän tai ydinosan käyttö 
soijan korvikkeena perinteisissä fermentoiduissa ruoissa Aasiassa ja proteiini- ja 
kuitufraktioina erilaisissa elintarvikkeissa. Sweetinghamin ja Kingwellin (2008) mukaan 
kaupallisia lupiinista tehtyjä elintarvikkeita oli jonkin verran markkinoilla Australiassa ja 
Aasiassa sekä Euroopassa. Australian kaupalliset tuotteet ovat pääasiassa rajoittuneet 
sinilupiinista tehtyyn ydinjauhoon leipien, muffineiden, pastan ja keksien valmistusta 
varten. Indonesiassa sinilupiinia käytetään tempen tekoon ja Japanissa mison ja shoyu’n 
valmistuksessa. Euroopan elintarviketuotannossa käytetään valkolupiinia ja Länsi-
Australiasta maahantuotua sinilupiinia. Kaupallisiin lupiinia sisältäviin tuotteisiin 
kuuluivat Euroopassa leipomotuotteita, jäätelöä ja konditoriatuotteita. Sinilupiinin 
kiinnostavuutta elintarvikkeena Suomessa lisännee se, että kasvin viljely onnistuu 
karummissakin olosuhteissa, myös Suomessa. Tämän asian osoitti viljelykokeillaan 
esimerkiksi Aniszewski (1993). Sinilupiini voisi tarjota vaihtoehtoisen kasviproteiinin 
lähteen USA:sta ja Etelä-Amerikasta tuotavan soijan rinnalle. 
 
2.1.1 Vehnäjauhon korvaaminen sinilupiinijauholla 
 
Sinilupiinin siemenistä jauhettua ydinjauhoa on käytetty korvaamaan vehnäjauhoa 
esimerkiksi leipien, pikanuudeleiden, pastan, keksien, muffineiden ja välipalapatukoiden 
valmistuksessa. Erra (2010) tutki maisterintutkielmassaan sinilupiinista valmistetun 
ydinjauhon soveltuvuutta vehnäjauhon korvaamiseen vaalean leivän valmistuksessa. Erra 
(2010) korvasi vehnäjauhoa sinilupiinista tehdyllä ydinjauholla joko 10 % tai 20 %. 
Vehnäjauhon korvaaminen lupiinijauholla lisäsi veden absorptiota ja teki taikinasta 
tarttuvampaa. Leivän kuori tummeni ja sisuksen keltainen väri syveni sinilupiinijauhon 
lisäämisen myötä. Leivän maku arvioitiin hyväksyttäväksi molemmissa kokeissa 
korvattaessa vehnäjauhoa lupiinijauholla sekä 10 että 20 %, joten sinilupiinijauhon 
käyttäminen leivän valmistuksessa osoittautui käyttökelpoiseksi. Toisaalta Pollard ym. 
(2002) totesivat leivän nousevan sitä vähemmän, mitä enemmän vehnäjauhoa korvattiin 
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sini- tai valkolupiinin siementen ydinjauholla. Tämä asia oli selitettävissä sillä, että 
lupiinin siemenissä ei ole gluteenia. 
 
Pikanuudeleissa on yleisesti käytetty vehnäjauhoa, jossa on sekä matala kuitu- että 
proteiinipitoisuus. Lisäksi vehnäjauhossa on vain vähän välttämätöntä aminohappoa, 
lysiiniä. Sinilupiinin käyttö pikanuudeleiden valmistuksessa on lisääntynyt, sillä 
sinilupiinin kuitu- ja proteiinipitoisuus on suurempi kuin vehnällä ja sinilupiini sisältää 
enemmän lysiiniä (Jayasena ym. 2008). Jayasenan ym. (2008) mukaan sinilupiinijauhon 
pitoisuus vehnä- ja sinilupiinijauhoseoksessa saattoi olla korkeintaan 20 %, jotta 
sinilupiinijauho ei vaikuttanut pikanuudeleiden aistinvaraiseen hyväksyttävyyteen.  Kun 
sinilupiinijauhon pitoisuus vehnä- ja sinilupiinijauhoseoksessa oli 20 %, pikanuudeleiden 
proteiinipitoisuuden nousu oli 42 % ja kuitupitoisuuden 200 %.  
 
Sinilupiini sopii pastatuotteissa käytettäväksi suuren vedensidontakykynsä ansiosta 
(Jayasena ym. 2008). Torres ym. (2007) valmistivat pastaa lisäämällä sinilupiinin 
siemenistä tehtyä jauhoa durumvehnämannasuurimoista valmistetun jauhon joukkoon. 
Mannasuurimojauhojen suhteet sinilupiinijauhoon olivat 950:50, 920:80 ja 900:100. 
Sinilupiinijauhosta poistettiin uuttamalla ilmavaivoja aiheuttavat α-galaktosidit. Kun 
mannasuurimojauhon suhde sinilupiinijauhoon oli 920:80, pasta arvioitiin aistinvaraisesti 
lähes yhtä hyväksi kuin pelkästä durumvehnämannasuurimojauhosta tehty tuote. Liian 
suuri sinilupiinijauhon osuus jauhoseoksessa aiheutti tuotteen pehmenemistä, pavun 
makua, karkeampaa rakennetta ja tummempaa väriä pastaan.  
 
Torresin ym. (2007) mukaan mannasuurimojauhojen ja sinilupiinijauhon suhteiden ollessa 
900:100 ja 920:80 proteiinien hävikki veteen oli yli kaksinkertainen verrattuna pelkästä 
mannasuurimojauhosta valmistettuun pastaan, mutta toisaalta sinilupiinijauhon lisäys 
mannasuurimojauhojen joukkoon suurensi pastan proteiinipitoisuutta. Samoin 
ravintokuitupitoisuus kaksinkertaistui verrattuna durumvehnämannasuurimojauhoon, kun 
mannasuurimojauhon suhteet sinilupiinijauhoon olivat 900:100 ja 920:80. 
Sinilupiinijauhon lisääminen mannasuurimojauhojen joukkoon lyhensi pastan keittoaikaa 
ja aiheutti keittämisen aikana suuremman veden absorption, mutta toisaalta myös kuiva-
aineiden lisääntyneen hävikin keittoveteen. Myös kalsium-, fosfori-, magnesium- ja 
sinkkipitoisuudet kasvoivat ja antioksidanttikapasiteetti suureni lisättäessä 
sinilupiinijauhoa mannasuurimojauhon joukkoon. 
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Hall ja Johnson (2004) korvasivat vehnäjauhoa sinilupiinijauholla 10 % leivän, 60 % 
muffineiden, 29 % pastan, 28 % suklaakeksien ja 100 % välipalapatukoiden 
valmistuksessa, ja onnistuivat valmistamaan kuluttajien (n = 54) arvioiden mukaan näistä 
tuotteista hyväksyttäviä. Sinilupiinijauhon käyttö suklaakeksien ja välipalapatukoiden 
valmistuksessa ei vaikuttanut tilastollisesti merkitsevästi hyväksyttävyysarvioihin 
verrattuna pelkästä vehnäjauhosta valmistettuihin tuotteisiin. Toisaalta pelkästä 
vehnäjauhosta valmistettu leipä, muffinit ja pasta koettiin tilastollisesti merkitsevästi 
miellyttävämmiksi kuin sinilupiinijauhon lisäyksen jälkeen. Kuluttajien (n = 54) 
arviointien perusteella verrattiin myös leivän, muffineiden, pastan, suklaakeksien ja 
välipalapatukoiden ulkonäön, flavorin ja rakenteen hyväksyttävyyttä, kun vehnäjauhoa oli 
korvattu sinilupiinijauholla. Kun vehnäjauhoa korvattiin sinilupiinijauholla 10 %, leivän 
ulkonäön hyväksyttävyys heikkeni tilastollisesti merkitsevästi, ja tällöin leivän väri 
muuttui keltaisemmaksi. Kun vehnäjauhoa korvattiin sinilupiinijauholla 10 % leivän, 60 % 
muffineiden, 29 % pastan, 28 % suklaakeksien ja 100 % välipalapatukoiden 
valmistuksessa, leipä, suklaakeksit ja välipalapatukat koettiin kovemmiksi sekä leipä, 
muffiinit ja välipalapatukat kuivemmiksi verrattuna pelkästä vehnäjauhosta valmistettuihin 
tuotteisiin. Suklaakeksien ja välipalapatukoiden flavorin hyväksyttävyys ei muuttunut 
tilastollisesti merkitsevästi riippumatta siitä, korvattiinko vehnäjauhoa sinilupiinijauholla 
28 % suklaakekseissä ja 100 % välipalapatukoissa vai ei. Kuluttajien (n = 54) arvioiden 
mukaan flavorin hyväksyttävyys oli heikompi silloin, kun vehnäjauhoa korvattiin 
sinilupiinijauholla 10 % leivän, 60 % muffineiden ja 29 % pastan valmistuksessa. 
Heikommat flavoriarviot aiheutuivat yleisesti kuluttajien kokemasta kitkerästä mausta tai 
oudosta jälkimausta.  
 
2.1.2 Fermentoitujen elintarvikkeiden valmistus 
 
Fudiyansyah ym. (1995) valmistivat tempeä kuorituista sinilupiinin siemenistä ja 
korvasivat tavallisesti tempen valmistuksessa käytettyä soijapapua 50-, 75- ja 
100-prosenttisesti sinilupiinin siemenillä. Siemeniä liotettiin vedessä yön yli, jonka jälkeen 
ne kuorittiin, ja niitä keitettiin 1 h. Keittoveden pH säädettiin 4,9:ään, jonka jälkeen se 
valutettiin pois ja seos jäähdytettiin 37 oC:n lämpötilaan. Startterina käytettiin Rhizopus 
oligosporus -hometta, joka siirrostettiin siemeniin, ja massaa inkuboitiin 16–18 h 30–
34 oC:n lämpötilassa (Fudiyansyah ym. 1995). Aistinvaraisten arviointien perusteella 
tempen maussa, rakenteessa ja yleisessä hyväksyttävyydessä ei ollut tilastollisesti 
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merkitseviä eroja soijapavuista ja lupiinin siemenistä tehtyjen näytteiden välillä, kun 
arvioijia oli 22–30.  
 
Fermentoitujen elintarvikkeiden, kuten mison ja tempen, valmistuksessa on yleisesti 
käytetty Aspergillus oryzae-, Aspergillus sojae- ja Rhizopus oligosporus -homekantoja 
(Sardjono ym. 1998). Sardjono ym. (1998) käyttivät Aspergillus oryzae- ja Aspergillus 
sojae -kantoja fermentoidessaan kuorimattomien lupiinien ja soijan siemeniä, ja mittasivat 
proteaasin ja sellulaasin tuotantoa fermentoinnin (7 vrk) aikana. Kun materiaalina 
fermentoinnissa käytettiin lupiininsiemeniä, molempien homekantojen proteaasin tuotanto 
oli voimakkaampaa lähes koko fermentoinnin ajan verrattuna soijansiementen 
fermentointiin. Toisaalta molemmat homekannat tuottivat paremmin sellulaasia koko 
fermentoinnin ajan, kun materiaalina käytettiin soijansiemeniä (Sardjono ym. 1998). Jul 
ym. (2003) fermentoivat kuorittuja valkolupiinin ja kolmen keltalupiinin siemeniä sekä 
soijajauhoa 75 tunnin ajan ja vertasivat proteaasiaktiivisuuksia fermentointien välillä. 
Bakteerikantana oli Bacillus amyloliquefacies. Proteaasiaktiivisuus oli korkein 
soijajauhossa fermentoinnin aikana, mutta noin 45 tunnin fermentoinnin jälkeen 
proteaasiaktiivisuudet sekä keltalupiineissa että valkolupiinissa lähentelivät 
proteaasiaktiivisuutta soijajauhossa. 
 
Sinilupiinin siemenet saattaisivat soveltua myös soijan korvaamiseen jogurtin 
valmistuksessa. Jimenez-Martinez ym. (2003) valmistivat jogurttia villilupiinin (Lupinus 
campestris) siemenistä. Ensin villilupiinin siemeniä keitettiin natriumvetykarbonaatti 
(NaHCO3) -liuoksessa 6 tunnin ajan, jonka aikana siemenistä uuttuivat kitkeryyttä 
aiheuttavat alkaloidit mutta myös hiilihydraatteja. Siementen kuoret poistettiin ja jäljelle 
jääneet siemenen ytimet jauhettiin. Lupiinijauhe sekoitettiin veteen suhteessa 1:9, seokseen 
lisättiin natriumhydroksidia (NaOH), kunnes seoksen happamuus oli 6,5–7,0. Tämän 
NaOH -käsittelyn jälkeen lupiinimaitoa lämmitettiin 93 oC:ssa 20 minuutin ajan, jotta 
lipidejä pilkkova entsyymi, lipoksigenaasi, inaktivoitui. Jäähdytettyyn lupiinimaitoon 
(4 oC) lisättiin laktoosia (15 g/l) ja sakkaroosia (30 g/l), jotta startterit pystyisivät 
kasvamaan lupiinimaidossa. Streptococcus thermophilus pystyi fermentoimaan laktoosin 
lisäksi myös sakkaroosia ja glukoosia, mutta Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus 
fermentoi vain laktoosia. Sakkaroosin lisäys lupiinimaitoon oli myös tarpeen, sillä 
sakkaroosia oli tuhoutunut emäskäsittelyn (NaHCO3) aikana. Suspensio pastöroitiin 
90 oC:ssa 15 minuutin ajan, jonka jälkeen startterit lisättiin ja seosta fermentoitiin 8 tunnin 
ajan 45 oC:ssa. Maitohapon lisääntyminen lehmänmaidosta ja villilupiininmaidosta 
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valmistettujen jogurttien fermentoinnin aikana on esitetty kuvassa 1 ja pH:n pieneneminen 
kuvassa 2. Kuvasta 1 havaitaan, että lupiinijogurtin lopullinen maitohapon määrä oli 0,8 %, 
mikä oli jonkin verran alle lehmänmaidosta valmistetun jogurtin maitohappopitoisuuden. 
Kuvasta 2 havaitaan, että lupiininmaidosta valmistetun jogurtin pH oli 4, ja lupiinijogurtin 
happamuus oli lähes sama kuin lehmänmaidosta valmistetun jogurtin. 
 
  
Kuva 1. Maitohappobakteereiden (S. thermophilus ja L. delbrueckii spp. bulgaricus) maitohapon tuotto 
jogurttien valmistuksen aikana, kun käytettiin lehmänmaitoa ja villilupiinin (Lupinus campestris) siemenistä 
valmistettua maitoa (Jimenez-Martinez ym. 2003).  
 
 
 
Kuva 2. Happamuuden lisääntyminen jogurttien valmistuksen aikana, kun käytettiin lehmänmaitoa ja 
villilupiinin siemenistä (Lupinus campestris) valmistettua maitoa. Käytetyt startterit olivat S. thermophilus ja 
L. delbrueckii spp. bulgaricus (Jimenez-Martinez ym. 2003). 
 
 
Villilupiinista (Lupinus campestris) valmistetussa jogurtissa ei Jimenez-Martinezin ym. 
(2003) mukaan havaittu papumaista flavoria, mutta maultaan jogurtti havaittiin 
mauttomaksi. Kun lupiinijogurttia maustettiin mansikkaflavorilla, siitä saatiin 
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hyväksyttävän makuinen, mutta se jäi maun, aromin, flavorin, rakenteen ja yleisen 
hyväksyttävyyden suhteen heikommaksi jogurtiksi kuin lehmänmaidosta valmistettu 
jogurtti.  
 
2.1.3 Proteiinifraktioiden elintarvikesovellukset 
 
Aiemmat kasviproteiineista valmistetut jäätelöt on yleisesti tehty soijasta. Eisner ym. 
(2008) ovat valmistaneet jäätelöä sini- ja valkolupiineista ja patentoineet 
jäätelönvalmistusmenetelmän. Eisner ym. (2008) onnistuivat valmistamaan lupiinin 
proteiinista jäätelöä, jonka suutuntuma, kermaisuus ja kylmyys vastasivat tavallisen, 
maidosta valmistetun, jäätelön ominaisuuksia. Lupiininsiemenet murskattiin, siemeni 
liuotettiin vedessä, kuituosa erotettiin mekaanisesti ja lopuksi proteiinit ja kasviöljyt 
saostettiin yhdessä liuoksesta. Kuituosa saatiin mekaanisesti poistettua liuoksesta 
kokonaan siten, että lupiininsiemenet oli jauhettu lastuiksi ennen niiden liotusta vedessä. 
Kuidun mekaaninen erotus ei onnistunut hyvin, mikäli lupiininsiemenet jauhettiin hienoksi 
jauheeksi ennen niiden liuotusta vesifaasissa. Mikäli kuidun erotus ei onnistunut, lupiinista 
valmistetun jäätelön suutuntumasta tuli karkea. Eisner ym. (2008) eivät patentissaan 
paljastaneet, miten kuidun mekaaninen poisto käytännössä tapahtui. 
 
Eisnerin ym. (2008) mukaan lupiinin öljyn saantoon saostuksen aikana voitiin vaikuttaa 
muuttamalla liuoksen happamuutta. Öljyä saostui proteiinien mukana enemmän, kun pH 
oli 5 kuin pH:n ollessa 4,5. Öljypitoisuuden suureneminen lisäsi lupiinista tehdyn jäätelön 
kermaisuutta, paransi jäätelön stabiilisuutta ja teki jäätelön rakenteesta sileämmän (Eisner 
ym. 2008). Eisnerin ym. (2008) mukaan sinilupiinijäätelölle saatiin paras rakenne, kun sen 
kasvirasvapitoisuus oli 6–12 % jäätelön painosta. Toisaalta jäätelön tyypillinen valkoinen 
väri edellyttäisi, että pH olisi proteiinien saostuksen aikana välillä 6–7, mieluiten 6,8, jotta 
värimuutoksia aiheuttavat yhdisteet, kuten alkaliinit, eivät reagoisi (Eisner ym. 2008). 
Lupiinista valmistettu jäätelö onnistui Eisnerin ym. (2008) mukaan parhaiten, kun 
saostetun proteiinin osuus jäätelössä oli 2–4 % ja sokerin 10–15 %. 
 
Sinilupiinin varastoproteiinit saattaisivat sopia myös makkaran valmistuksessa 
käytettäviksi. Alamanou ym. (1996) käyttivät valkolupiinista peräisin olevaa proteiini-
isolaattia Frankfurtin makkaran valmistuksessa. Proteiini-isolaattia (proteiinipitoisuus 
92 %) lisättiin valmistusaineiden joukkoon 0, 1, 2 ja 3 % makkaran painosta. Proteiini-
isolaatin 1 %:n lisäyksellä ei havaittu tilastollisesti merkitsevää vaikutusta Frankfurtin 
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makkaran väriin ja rakenteeseen. Tilastollisesti merkitsevät erot havaittiin proteiini-
isolaattilisäysten 1 ja 2 % välillä, jolloin proteiini-isolaatin lisääminen suurensi 
makkaramassan pH:ta ja viskositeettia. Valmiin makkaran punaisuusaste ja kovuus 
pienenivät sekä makkaran saanto suureni lisättäessä valkolupiinista puhdistettua proteiini-
isolaattia valmistusaineiden joukkoon. Kun proteiini-isolaattia sekoitettiin massan 
joukkoon 3 %:n verran makkaran painosta, makkara ei ollut aistinvaraisesti arvioituna enää 
hyväksyttävä. Alamanou ym. (1996) valmistivat proteiini-isolaattia uuttamalla 
valkolupiinin siemenistä jauhetusta jauhosta ensin lipidit n-heksaanilla, jonka jälkeen 
ilmakuivatun jauhon proteiineja uutettiin vedellä uuttosuhteella 1:10. Veden pH säädettiin 
9,0:aan NaOH:lla ennen uuttoa, joka suoritettiin 20 oC:ssa ja uuttoaika oli 30 minuuttia. 
Veteen liukenemattomat komponentit, kuitu ja osa proteiineista, erotettiin liukoisesta 
osasta suodatuksen ja sentrifugoinnin avulla, jonka jälkeen liukenematon osa uutettiin 
uudestaan vedellä uuttosuhteella 1:5 samoissa olosuhteissa kuin aiemmin (30 min, 20 oC, 
pH = 9). Liukoiset proteiinit saostettiin uuttojen jälkeen muuttamalla liuoksen pH 4,5:een 
vetykloridihapolla (HCl) ja proteiinisakka eristettiin sentrifugoimalla. Sentrifugoinnin 
jälkeen proteiinisakan pH muutettiin 7,0:aan ja sakka pakkaskuivattiin. 
 
Sinilupiinin proteiineilla on todettu olevan hyvät emulgointiominaisuudet (Chew ym. 
2003; Lqari ym. 2005), joten proteiinifraktiot voisivat tutkijoiden mukaan soveltua 
käytettäväksi kasviperäisinä emulgointiaineina esimerkiksi salaattikastikkeiden, 
majoneesien tai jäätelön valmistuksessa. Lqarin ym. (2005) mukaan sinilupiinin 
proteiinihydrolysaateilla oli vielä paremmat emulgointiominaisuudet kuin kokonaisilla 
proteiineilla. Chewin ym. (2003) totesivat sinilupiinin proteiinikonsentraattien 
emulgointiominaisuuksien pysyvän samalla tasolla pH:n ollessa välillä 4–8, mutta 
emulgointiominaisuudet paranivat huomattavasti pH:n laskiessa alle 4. Pollardin ym. 
(2002) mukaan sini- ja valkolupiiniydinjauhoilla oli yhtä hyvät emulgointiominaisuudet, 
mutta valkolupiinin albumiinien emulgointiominaisuudet olivat puolestaan jonkin verran 
paremmat kuin sinilupiinin albumiinien.  
 
2.1.4 Kuitufraktioiden elintarvikesovellukset 
 
Johnson ym. (2003) valmistivat vehnäleipää, johon tutkijat lisäsivät sinilupiinin siemenen 
ytimestä eristettyä kuitua niin paljon, että leivän kokonaiskuitupitoisuudet olivat 6,6 ja 
8,3 %. Vehnäleivän kuitupitoisuus ilman sinilupiinista saatavan kuidun lisäystä oli 3,5 %. 
Sinilupiinista saatavan kuidun lisäys pitoisuuksissa 6,6 tai 8,3 % ei vaikuttanut 
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tilastollisesti merkitsevästi leivän sisuksen tai kuoren aistinvaraisiin ominaisuuksiin, kuten 
rakenteeseen, flavoriin tai suutuntumaan verrattuna tavalliseen vehnäleipään (n = 54). 
Sinilupiinin kuitu imi itseensä paljon vettä, joten Johnson ym. (2003) lisäsivät yhtä 
sinilupiinin kuitugrammaa kohden noin 3,8 g vettä leipätaikinaan.  
 
Lupiinileseillä saatiin elintarvikkeisiin korkea kuitupitoisuus, ja ne soveltuivat keksien 
valmistuksessa ja ekstruusiolla valmistettavien snack-tuotteiden ja aamiaismurojen 
valmistuksessa käytettäväksi (Tucek 2009). Tucek (2009) on patentoinut menetelmän, jolla 
kuiturikkaat kuorikerrokset erotettiin lupiinin siemenistä, kuorikerrokset jauhettiin leseiksi 
ja leseet käytettiin keksien ja ekstrudoitujen tuotteiden, kuten aamiaismurojen ja snack-
tuotteiden, valmistukseen. Tucekin (2009) mukaan sinilupiinin, valkolupiinin ja 
keltalupiinin leseet soveltuivat hyvin keksien ja ekstruusiolla valmistettavien tuotteiden 
raaka-aineeksi ja elintarvikkeet olivat maukkaita jopa lesepitoisuuden ollessa korkea, 
esimerkiksi yli 40 %. Runsaasti kuitua sisältävä ja maukas snack-tuote valmistettiin 
esimerkiksi sekoittamalla lupiinilesettä ja riisijauhoa suhteessa 15:85 ja maukkaat 
aamiaismurot sekoittamalla lupiinilesettä ja riisijauhoa suhteessa 50:50. Tällöin 
aamiaismurojen kuitupitoisuudeksi saatiin 38 %. Tucekin (2009) mukaan lupiinileseet 
olisivat terveellinen vaihtoehto vehnästä valmistetuille tuotteille, sillä lupiinileseet ovat 
gluteenittomia. Lupiinileseiden gluteenittomuus lisännee niiden kiinnostavuutta 
esimerkiksi keksien valmistuksessa käytettäväksi.  
 
2.2 Sinilupiinin siemenen makromolekyylikoostumus 
 
Kuoritun sinilupiinin siemenen eli sirkkalehtien 2 tärkeintä makrokomponenttia ovat 
proteiini ja ravintokuitu. Blagrove ja Gillespie (1978) tutkivat 99 sinilupiinin genotyyppiä, 
josta 60 %:lla siementen proteiinipitoisuus oli välillä 32–38 % ja 28 %:lla välillä 38–44 %. 
Proteiinipitoisuuden suuruuden ja siementen koon välillä ei ollut korrelaatiota (Blagrove ja 
Gillespie 1978). Sinilupiinilajikkeiden kokonaisten siementen proteiinipitoisuus on ollut 
esimerkiksi välillä 28,6–36,2 % (Hove 1974). Kun sinilupiinin siemenet kuorittiin, niiden 
proteiinipitoisuus on vaihdellut eri tutkimuksissa välillä 38–50 % (Hove 1974; Brillouet ja 
Riochet 1983; Evans ym. 1993; Erra 2010) (taulukko 1).  
 
Sinilupiinin ytimen kuitupitoisuus on vaihdellut välillä 29–48 % eri tutkimuksissa 
(taulukko 1), ja liukenemattoman kuidun osuus on ollut välillä 28–43 % (Evans ym. 1993; 
Erra 2010). Toisaalta Crawshaw’n ja Reidin (1984) mukaan kuoritun sinilupiinin siemenen 
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kuitupitoisuus oli vain 20 % kuoritun siemenen kuiva-aineesta. Sinilupiinin siemenet eivät 
sisällä juuri lainkaan tärkkelystä (Hove 1974; Evans ym. 1993). Siementen 
tärkkelyspitoisuus oli 0,6 % (Hove 1974) ja 1,5 % (Evans ym. 1993). Sinilupiinin 
siemenen ytimen lipidipitoisuus on ollut tasaisesti välillä 7–9 % (Hove 1974; Brillouet ja 
Riochet 1983; Evans ym. 1993; Erra 2010) ja kosteuspitoisuus välillä 5–10 % (Evans ym. 
1993; Erra 2010) (taulukko 1). 
 
Taulukko 1. Kuorittujen sinilupiinin siementen koostumus  
Sinilupiini-
lajikkeet 
Proteiini-
pitoisuus 
(%) 
Ravinto-
kuitu- 
pitoisuus 
(%) 
Liukenevaa 
kuitua  
(%) 
Liukene-
matonta 
kuitua (%) 
Lipidi- 
pitoisuus 
(%) 
Kosteus- 
pitoisuus 
(%) 
Lähde 
Gungurry, 
Yorrel ja 
Danja 
41–44 29–31 4–5 24–26  8–9 10 Evans ym. 
1993 
Haags Blaue 
ja Boruta 
38–40 44–48 5 38–43 8 5–6 Erra 2010
Uniwhite 38 - - - 7 - Hove 
1974 
Lang 61 50 - - - 9 - Brillouet 
ja Riochet 
1983 
 
 
Kuorittu sinilupiinin siemen ei sisällä juuri lainkaan selluloosaa. Kuoritussa sinilupiinin 
siemenessä oli glukoosia alle 0,1 %, mikä Crawshaw’n ja Reidin (1984) mukaan osoitti, 
ettei kasvin soluseinässä ollut selluloosaa. Selluloosa on rakentunut glukoosimolekyyleistä. 
Kuoritussa sinilupiinin siemenessä selluloosaa oli 0,8 % (Brillouet ja Riochet 1983) ja 0,8–
1,7 % (Evans ym. 1993). Toisaalta sinilupiinin siemenen kuoressa oleva selluloosan määrä 
on vaihdellut eri tutkimuksissa välillä 51–55 % (Hove 1974; Evans ym. 1993). Kuoren 
osuus sinilupiinin siemenestä oli välillä 24–26 % ja kuoritun siemenen eli sirkkalehtien 
74–76 % (Evans ym. 1993). 
 
2.2.1 Proteiinit 
 
Lupiinin proteiinit jakaantuivat Osbornen (1924) luokittelun perusteella albumiineihin ja 
globuliineihin, joista albumiinit liukenevat veteen ja globuliinit liukenevat suolaliuoksiin 
(Shewry ja Casey 1999). Alkoholiin liukenevaa prolamiinifraktiota sinilupiinissa ei ollut 
lainkaan (Plant ja Moore 1983). Blagroven ja Gillespien (1978) mukaan vesiliukoista 
albumiinia oli 5–10 % sinilupiinin siemenen proteiineista. Plantin ja Mooren (1983) 
tutkimuksissa sinilupiinin siemenen proteiineista oli albumiineja 4 % ja globuliineja 57 %. 
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Toisaalta albumiineja ja globuliineja oli valkolupiinin siemenessä suhteessa 1:9 (Duranti 
ym. 2008). 
  
Siementen proteiinit luokitellaan α-, β-, γ- ja δ-konglutiineihin. Plantin ja Mooren (1983) 
mukaan sinilupiinin globuliineista α-konglutiineja oli 51 %, β-konglutiineja 42 % ja 
γ-konglutiineja 7 %. Toisaalta valkolupiinin on todettu sisältävän 35–37 % α-konglutiinia, 
44–45 % β-konglutiinia ja 4–5 % γ-konglutiinia sekä 10–12 % δ-konglutiinia (Duranti ym. 
2008). Müntzin (1996) mukaan siementen varastoproteiineista α-, β-, γ-konglutiinit 
kuuluivat suolaliukoisiin globuliineihin, ja δ-konglutiinit jakaantuivat sekä vesiliukoisiin 
albumiineihin että suolaliukoisiin globuliineihin. Lilleyn (1986a) mukaan sinilupiinin δ-
konglutiinit olivat suolaliukoisia, kun taas Salmanowicz ja Przybylska (1994) havaitsivat, 
että lupiinilajikkeiden, kuten sinilupiinin, δ-konglutiineja oli niin vesiliukoisessa 
albumiinifraktiossa kuin suolaliukoisessa globuliinifraktiossakin. Salmanowiczin ja 
Przybylskan (1994) mukaan δ-konglutiinit olivat tärkeimpiä siementen albumiineihin 
luokiteltavia proteiineja. Toisaalta Durantin ym. (2008) mukaan kaikki valkolupiinin α-, β, 
γ- ja δ-konglutiinit olivat suolaliukoisia globuliineja.  
 
Konglutiini α. Siementen α-konglutiinit eli legumiinit rakentuvat hydrofiilisestä ja 
hydrofobisesta osasta. Legumiinit rakentuivat Müntzin (1996) mukaan kuudesta lähes 
identtisestä alayksiköstä, joiden molekyylipainot olivat välillä 50–60 kDa, ja koko 
proteiinin molekyylipaino oli noin 300–400 kDa. Jokainen alayksikkö rakentui kahdesta 
erikokoisesta polypeptidiketjusta, joista pidempi (30–40 kDa) oli hydrofiilisempi ja 
lyhyempi (20 kDa) hydrofobisempi. Pidempi, hydrofiilisempi, polypeptidiketju oli nimetty 
α-ketjuksi, ja sen isoelektroninen piste (pI) oli lievästi happamalla puolella. Lyhyempi, 
hydrofobinen polypeptidiketju oli nimetty β-ketjuksi, ja sen isoelektroninen piste (pI) oli 
selkeästi emäksisellä puolella. Disulfidisidokset liittivät legumiinien hydrofiilisen α-ketjun 
ja hydrofobisen β-ketjun yhteen, ja sidokset muodostuivat molempien ketjujen 
kysteiiniaminohappojen välille (Müntz 1996). Myös Restanin ym. (1981) mukaan 
valkolupiinin α-konglutiinien rakenneyksiköt olivat yhteydessä toisiinsa disufidisidoksin. 
Hydrofobinen β-ketju oli usein kääntyneenä legumiiniproteiinin sisäpuolelle ja 
hydrofiilinen α-ketju sijaitsi proteiinin pinnalla ja muodosti silmukoita, jotka työntyivät 
ulospäin proteiinista (Müntz 1996). Legumiinin rakentuminen on esitetty kuvassa 3. 
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Kuva 3. Legumiinien eli sinilupiinin α-konglutiinien rakentuminen hydrofobisesta (20 kDa) ja hydrofiilisestä 
(30–40 kDa) polypeptidiketjusta, joiden väliin on muodostunut disulfidisidos. Kuusi disulfisidoksin 
rakentunutta polypeptidiä liittyvät yhteen ja muodostavat heksameerirakenteen. 
 
 
Durantin ym. (2008) mukaan valkolupiinin konglutiini α:n (330–430 kDa) rakenne oli 
heksameeri ja se kuului proteiiniryhmään 11S. Sini- ja valkolupiinien legumiineilla on 
kuitenkin todettu tapahtuvan dissosioitumis-assosioitumis -reaktiota puskurin 
ionivahvuuden pienentyessä ja pH:n kasvaessa (Joubert 1955; Duranti ym. 1988), ja tällöin 
heksameerit (11S) pilkkoutuivat osittain pienemmiksi proteiineiksi, trimeereiksi, joiden 
sedimentaatiovakion todettiin olevan 7S. Sinilupiinin α-konglutiinien on havaittu 
koostuvan kahdesta hieman erilaisesta proteiinifraktiosta, joista toinen liukeni kylmään 
veteen ja toinen ei (Blagrove ja Gillespie 1975).  
 
Konglutiini β. Valkolupiinin β-konglutiini (143–260 kDa) oli rakenteeltaan trimeeri, ja se 
kuului proteiiniryhmään 7S (visiliini) (Duranti ym. 2008).  Müntzin (1996) mukaan 
siementen visiliinit olivat trimeerejä ja niiden molekyylipaino vaihteli välillä 150–
240 kDa. Trimeerit olivat muodostuneet kahdesta eri alayksiköstä, joista suuremman, 
konvisiliinin, molekyylipaino oli 70–80 kDa ja pienemmän noin 50 kDa. Suuremman ja 
pienemmän yksikön aminohapposekvenssit olivat hyvin samanlaiset. Suuremmassa 
alayksikössä, lähellä N-terminaalipäätä, oli noin 20 kDa:n suuruinen, vahvasti 
hydrofiilinen alue, joka muodostui toistuvista elementeistä. Suuremman alayksikön C-
terminaalipäässä oleva 50 kDa:n frakmentti oli aminohapposekvenssiltään hyvin 
samanlainen kuin visiliinin pienempi (50 kDa) alayksikkö. Lupiinien β-konglutiinin 
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rakenneyksiköiden välissä ei ollut disulfisisidoksia (Blagrove ja Gillespie 1975; Restani 
ym. 1981).  
 
Konglutiini γ. Sinilupiinin konglutiini γ oli rakenteeltaan heksameeri (280 kDa) 
neutraalissa pH-arvossa, mutta sen havaittiin dissosioituvan monomeeriksi (47 kDa) 
happamissa olosuhteissa (pH = 4,8), ja tällöin sen sedimentoitumisvakion todettiin olevan 
3,5S (Blagrove ym. 1980). Blagroven ym. (1980) mukaan sinilupiinin γ-konglutiini ei juuri 
dissosioitunut emäksisissä olosuhteissa (pH = 10,2), ja tällöin γ-konglutiinin 
sedimentoitumisvakio oli 7S. Toisaalta Durantin ym. (2008) mukaan valkolupiinin γ-
konglutiini (200 kDa) oli rakenteeltaan tetrameeri ja se kuului proteiiniryhmään 7S. 
Blagroven ym. (1980) mukaan γ-konglutiinin oligomeeriseen, natiiviin, rakenteeseen 
sisältyi α-heliksejä 15 %, β-laskoksia 35 %, β-käännöksiä 18 % ja tunnistamattomia 
rakenteita 32 %. Konglutiini γ:n monomeeri rakentui kahdesta polypeptidiketjusta, 
lyhyemmästä (15–17 kDa) ja pidemmästä (28–30 kDa), jotka saatiin erilleen pelkistämällä 
monomeerirakenteen disulfidisidoksia (Blagrove ja Gillespie 1975; Blagrove ym. 1980). 
Myös Restani ym. (1981) arvelivat disulfidisidoksia olevan myös valkolupiinin γ-
konglutiinien rakenteissa. 
 
Konglutiini δ. Müntzin (1996) mukaan siementen δ-konglutiinit kuuluivat ryhmään 2S. Ne 
olivat heterogeeninen ryhmä proteiineja ja koostuivat suuremmista ja pienemmistä 
polypeptidiketjuista, joiden välissä oli disulfidisidoksia. Sinilupiinin δ-konglutiini oli hyvin 
rikkipitoinen proteiini, sillä se sisälsi paljon glutamiinihappoa ja kysteiiniä, mutta ei 
juurikaan metioniinia (Lilley 1986a).  Lilleyn (1986a) mukaan sinilupiinin δ-konglutiinillä 
oli 2 sedimentaatiovakiota, 3,2S ja 2,0S, mutta tutkija arveli δ1-konglutiinin (3,2S) olevan 
disulfidisidoksin rakentunut dimeeri δ2-konglutiinista (2,0S). Lilleyn (1986a) mukaan 
suurin osa (80 %) δ-konglutiineista kuului ryhmään 2S, ja pienempi osa (20 %) ryhmään 
3,2S. Lilley (1986b) havaitsi δ1-konglutiinin (3,2S/2,8S) assosioituvan dimeeriksi (4,1S, 
56 kDa) matalissa ionivahvuuksissa (NaCl 0,5 M) ja neutraaleissa pH-arvoissa. Lilleyn 
(1986a) mukaan ryhmään 2S kuuluvien δ-konglutiiniproteiinien kokonaismolekyylin koko 
vaihteli välillä 14–22 kDa, kun taas ryhmään 3,2S kuuluvien proteiinien molekyylikoko oli 
22 kDa. Lilley (1986b) tarkensi δ1- ja δ2-konglutiinien molekyylipainojen olevan 28 ja 
14 kDa. Lilley (1986a) arveli molempien sinilupiinin δ-konglutiinien olevan rakentuneita 
samasta kahdesta polypeptidiryhmästä, joiden molekyylipainot vaihtelivat välillä 12–
16 kDa ja 8–12 kDa.  
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Lilley ja Inglis (1986) määrittivät konglutiini δ:n pidemmän ja lyhyemmän 
polypeptidiketjun aminohapposekvenssit, ja tutkijoiden mukaan pidemmän 
polypeptidiketjun molekyylipaino oli noin 9,4 kDa ja lyhyemmän 4,6 kDa. Samankaltaisia 
molekyylipainoja δ-konglutiineille saivat myös Salmanowicz ja Przybylska (1994), joiden 
mukaan δ-konglutiinien pidempi peptidiketju oli 9–15 kDa ja lyhyempi 4–5 kDa. Lilleyn ja 
Inglisin (1986) mukaan disulfidisidokset olivat sijoittuneena δ-konglutiinin rakenteeseen 
niin, että pidemmän ketjun sisällä oli 2 disulfidisidosta ja pidemmän ja lyhyemmän ketjun 
välillä 2 disulfidisidosta. Lisäksi vapaita SH–ryhmiä oli pitkin pidempää polypeptidiketjua. 
Konglutiini δ:n proteiiinirakenteissa havaittiin olevan paljon α-heliksejä (38 %) (Lilley ja 
Inglis 1986; Lilley 1986b).  
 
Proteiinien glykolysoituminen. Monet lupiinin globuliinit ovat glykoproteiineja. 
Sinilupiinin siemenen α-, β- ja γ-konglutiineihin oli liittyneenä eri määriä mannoosia, 
galaktoosia ja glukosamiinia (Eaton-Mordas ja Moore 1978, 1979). Eaton-Mordaksen ja 
Mooren (1978) mukaan hiilihydraattipitoisuus α-konglutiinissa oli välillä 1,4–1,9 %, β-
konglutiinissa välillä 2,8–6,4 % ja γ-konglutiinissa välillä 1,2–3,8 % käytetystä 
määritysmenetelmästä riippuen. Eaton-Mordaksen ja Mooren (1979) mukaan β-
konglutiinien hiilihydraattipitoisuus ei ollut riippuvaista β-konglutiinin molekyylimassasta. 
  
Valkolupiinin globuliiniproteiineihin (12S ja 7S) oli liittynyt mannoosia ja N-
asetyyliglukosamiinia sekä globuliinista riippuen myös ksyloosia, arabinoosia, galaktoosia 
ja glukoosia (Duranti ym. 1981). Durantin ym. (1988) mukaan kaikki valkolupiinin 
legumiinien happamat polypeptidit olivat glykosyloituneita, mutta yhtään sokeria ei ollut 
liittyneenä legumiinien emäksisiin komponentteihin. Restanin ym. (1981) mukaan vain 
osassa globuliineista oli suurehkoja määriä sokeria, kun taas toisissa oli vain vähän. 
Kaikkiin valkolupiinin α-konglutiinin löydettyyn neljään alayksikköön (53, 60, 66 ja 
70 kDa) oli Ferreiran ym. (1995) mukaan liittyneenä hiilihydraattia. Jokainen näistä 
valkolupiinin α-konglutiinin neljästä alayksiköstä (53, 60, 66 ja 70 kDa) koostui neljästä 
painavammasta polypeptidiketjusta (31, 36, 42 ja 46 kDa), joihin oli liittyneenä 
hiilihydraattia, ja yhdestä kevyemmästä polypeptidiketjusta (19 kDa), joka ei ollut 
glykolysoitunut. Ferreiran ym. (1995) mukaan valkolupiinin β-konglutiini muodostui 
yhdestä polypeptidiketjusta, joka koostui 20. erilaisesta alayksiköstä. Ferreira ym. (1995) 
ehdottivat, että valkolupiinin β-konglutiinin 20 polypeptidistä yli 14:sta polypeptidiin (15–
72 kDa) olisi liittyneenä hiilihydraattia. Valkolupiinin γ-koglutiinin suurempi 
polypeptidiketju (26 kDa) oli glykolysoitunut, mutta pienempi ketju (18 kDa) ei (Ferreira 
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ym. 1995). Taulukossa 2 on esitetty yhteenveto lupiinin siemenien proteiinien 
ominaisuuksista. 
 
Taulukko 2. Lupiinin siemenen proteiinien ominaisuuksia 
 α-konglutiini β-konglutiini γ-konglutiini δ-konglutiini 
sedimentoitumis- 
vakio 
11S (legumiini) 7S 
(visiliini) 
7S 2S 
(rikkipitoinen) 
osuudet 
valkolupiinissa 
35–37 % 44–45 % 4–5 % 10–12 % 
rakenne heksameeri/ 
trimeeri 
trimeeri monomeeri/tetrameeri/ 
heksameeri 
monomeeri/ 
dimeeri 
monomeerin koko 50–60 kDa 50–80 kDa 47 kDa 14 kDa 
disulfidisidoksia + - + + 
glykolysoitunut + + + - 
 
 
2.2.2 Polysakkaridit 
 
Sinilupiinin kuitu muodostuu pääasiassa β-(1?4)-galaktaanipolymeereistä. Al-Kaisey ja 
Wilkie (1992) määrittivät sini-, valko- ja keltalupiinilajikkeiden siementen 
polysakkaridikoostumuksen, ja tutkijoiden mukaan suurin osa lupiinien polysakkarideista 
oli arabinogalaktaania. Arabinogalaktaani koostui β-(1?4)-sidoksin rakentuneista 
galaktoosimolekyyleistä, joihin oli ketjun joka 16.–21. galaktoosiyksikön 6. hiileen 
liittyneenä L-arabinofuranoosimolekyyli. Al-Kaiseyn ja Wilkien (1992) mukaan 
lupiineissa oli myös hieman β-(1?3)(1?6)-sidoksin rakentunutta galaktaania, jossa oli 
joitakin (1?4)-sidoksia. Lisäksi lupiinit sisälsivät jonkin verran α-(1?5)-arabinaania, 
galaktoksyloglukaania ja ramnogalakturonaania. 
 
Buckeridge ym. (2000) esittivät, että polysakkaridit muodostivat haaroittuneen rakenteen, 
jonka ytimen muodostaisi ramnogalakturonaaniketju. Ramnogalakturonaaniketjuun olisi 
liittyneenä pääasiassa β-(1?4)-galaktaanipolymeerejä ja pienempiä määriä β-
(1?3)(1?6)-galaktaanipolymeerejä. Polysakkaridien dominoiva polymeeri olisi 
Buckeridgen ym. (2000) mukaan β-(1?4)-galaktaani ja lähelle β-(1?4)-galaktaanin 
pelkistävää päätä olisi kiinnittynyt joitakin α-(1?5)-arabinaanipolymeerejä. Kuvassa 4 on 
esitetty polysakkaridien muodostama mahdollinen haaroittunut rakenne. 
 
23 
 
 
Kuva 4. Sinilupiinin polysakkaridien muodostama mahdollinen haaroittunut rakenne (Buckeridge ym. 2000 
muokattuna). 
 
 
Crawshaw’n ja Reidin (1984) mukaan sinilupiinin siemenen soluseinän polysakkaridit 
sisälsivät galaktoosia, arabinoosia, uronihappoa ja ksyloosia suhteessa 76:13:7:4. 
Brillouetin ja Riochetin (1983) mukaan taas sinilupiinin sirkkalehden soluseinän 
polysakkaridit sisälsivät galaktoosia, arabinoosia, uronihappoa ja ksyloosia suhteessa 
3,4:1:0,57:0,21. Polysakkaridien jakaantuminen monosakkarideihin Evansin ym. (1993) 
mukaan on esitetty taulukossa 3. 
 
Taulukko 3. Sinilupiinilajikkeiden (Gungurry, Yorrel ja Danja) polysakkaridien jakaantuminen 
monosakkarideihin sirkkalehdellä ja kuorella (Evans ym. 1993).  
 Polysakkaridi-
pitoisuus (%) 
kuivapainoa 
kohti 
galaktoosi-
pitoisuus (%) 
glukoosi-
pitoisuus 
(%) 
arabinoosi-
pitoisuus (%) 
uronihappo-
pitoisuus (%) 
ksyloosi-
pitoisuus 
(%) 
Sinilupiinin 
sirkkalehti 
30 67 - 13 10 2 
Sinilupiinin 
kuori 
87,5 - 59 9 12 15 
 
 
2.3 Sinilupiinin idätys 
 
Lupiinin pääproteiinit kuuluvat useimmiten varastoproteiineihin ja sijaitsevat sirkkalehden 
varastovakuoleissa. Varastoproteiinit tarjoavat typpeä ja hiiltä kasvin kasvua varten 
pilkkoutuessaan idätyksen aikana. Lupiinien sekä α- että β-konglutiinit pilkkoutuivat 
suurelta osin idätyksen aikana (Freitas ym. 2007; Duranti ym. 2008), mikä viittaa niiden 
rooliin nimenomaan varastoproteiinina. Durantin ym. (1984) mukaan γ-konglutiinin 
24 
 
pilkkoutumista ei juuri tapahtunut valkolupiinissa 12 vuorokauden idätyksen aikana. 
Toisaalta idätyksen aikana palkokasvien, kuten sinilupiinin, γ-konglutiinin määrän 
havaittiin lisääntyvän (Freitas ym. 2007). Müntz (1996) ehdotti, että δ-konglutiinit olivat 
varastoproteiineja, mutta Durantin ym. (2008) mukaan ei δ-konglutiinien eikä γ-
konglutiinien tehtävistä lupiinin siemenessä ollut varmuutta.  
 
2.3.1 Peptidaasit 
 
Kysteiinipeptidaasit saattavat pilkkoa sinilupiinin proteiineja idätyksen aikana. Zakharovin 
ym. (2004) kirjallisuuskatsauksen mukaan kahteen eri heimoon kuuluvat 
kysteiinipeptidaasit pääasiassa pilkkoivat siementen varastoproteiineja idätyksen aikana. 
Kysteiinipeptidaasit kuuluivat joko papaiiniheimoon tai legumaiiniheimoon. 
Legumaiiniheimoon kuuluvat peptidaasit pilkkoivat peptidiketjua asparagiinin kohdalta. 
Senyukin ym. (1998) tarhapavun siemenestä puhdistama asparagiini-spesifinen 
kysteiiniendopeptidaasi pilkkoi polypeptidiketjua kahdesta kohdasta β-kierteen C-
terminaalipäässä ja yhdestä kohdasta β-kierteen N-terminaalipäässä. Yleisesti 
papaiiniheimoon kuuluvilla kysteiinipeptidaaseilla optimaalinen pH-arvo oli hapan, mikä 
vastaa solurakkulan luontaista pH-arvoa (Zakharov ym. 2004).  
 
Ushan ja Singhin (1996) winged-pavuista puhdistaman happamassa pH:ssa 5,1 toimivan 
kysteiinipeptidaasin entsyymiaktiivisuus oli hyvin pientä 5. idätyspäivään asti, jonka 
jälkeen aktiivisuus lisääntyi jyrkästi ja saavutti huippunsa 11. idätyspäivän kohdalla. Tätä 
aktiivisuushuippua seurasi jyrkkä entsyymiaktiivisuuden pieneneminen. Mitsuhashi ym. 
(1986) löysivät seriini- ja kysteiinipeptidaasit vigna mungo -pavun siemenestä idätyksen 
aikana. Peptidaasiaktiivisuutta ei ollut siemenissä, joita oli idätetty vain yhden 
vuorokauden. Kysteiinipeptidaasiaktiivisuuden havaittiin olevan suurimmillaan kolmen 
vuorokauden idätyksen jälkeen, jonka jälkeen aktiivisuus pieneni loivasti. 
Seriiniendopeptidaasiaktiivisuutta havaittiin vasta viidennen idätyspäivän aikana 
(Mitsuhashi ym. 1986).  Tullyn ja Beeversin (1978) mukaan kysteiini- ja 
seriiniproteinaasiaktiivisuutta alkoi muodostua castor-papujen siemenissä, kun idätys oli 
jatkunut 2–3 vuorokautta ja aktiivisuudet olivat suurimmillaan 5–6 idätyspäivän välillä. 
Tully ja Beevers (1978) löysivät pavuista myös kaksi aminopeptidaasia, jotka reagoivat 
substraatin SH-ryhmiin. Aminopeptidaasien entsyymiaktiivisuus lisääntyi 4-kertaisesti 
neljän ensimmäisen idätyspäivän aikana, jonka jälkeen aktiivisuus pieneni. Boylan ja 
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Sussexin (1987) tutkimuksissa tarhapavun kysteiinipeptidaasiaktiivisuus oli erittäin pientä 
toiseen idätyspäivään asti, mutta tämän jälkeen entsyymiaktiivisuus lisääntyi jyrkästi 
saavuttaen maksimiarvonsa 4–5 vuorokauden jälkeen idätyksen aloittamisesta. 
 
Kysteiini- ja seriiniendopeptidaasien pH-optimi on todennäköisesti välillä 5–6. Mitsuhashi 
ym. (1986) määrittivät papujen kysteiini- ja seriiniendopeptidaasien toiminnan pH-
riippuvuutta ja totesivat, että suurin aktiivisuus endopeptidaaseilla oli substraatteihin, myös 
atsokaseiiniin, kun pH oli välillä 5–6. Kembhavin ym. (1992) mukaan puhdistettujen 
kysteiinipeptidaasien aktiivisuus atsokaseiiniin oli suurinta pH:n ollessa 5,5. Ushan ja 
Singhin (1996) pavuista puhdistaman kysteiinipeptidaasin pH-optimin todettiin olevan 6,0. 
Ramakrisna ja Rao (2005) tutkivat intianpapuja ja havaitsivat, että happamilla 
peptidaaseilla oli suurin aktiivisuus atsokaseiiniin reaktion pH:n ollessa 5,5. 
Optimimaalinen pH seriinipeptidaasien tunnistamiseen oli välillä 5–5,5 (Tully ja Beevers 
1978). Toisaalta Tullyn ja Beeversin (1978) mukaan kysteiinipeptidaasilla oli suurin 
aktiivisuus hemoglobiiniin, kun pH oli välillä 3,5–4, ja aktiivisuus pieneni hyvin jyrkästi 
pH:n noustua 5,0:aan. 
 
Kysteiinipeptidaaseja on löydetty myös palkokasveihin kuuluvan metsävirnan albumiini- ja 
globuliinifraktioista (Schlereth ym. 2000, 2001). Fischerin ym. (2000) mukaan 
metsävirnan kysteiinipeptidaasit pilkkoivat sekä visiliinejä että legumiineja in vitro. Kaikki 
kolme löydettyä kysteiinipeptidaasia pilkkoivat legumiinien hydrofiilistä α-ketjua, mutta 
vain yksi kysteiinipeptidaasi pilkkoi myös legumiinien hydrofobista, proteiinirakenteen 
sisäänpäin kääntynyttä, β-ketjua (Fischer ym. 2000).  
 
Lupiinien kysteiinipeptidaaseja ei ole toistaiseksi tutkittu eikä löydetty, mutta Hines ym. 
(1992) havaitsivat valkolupiinin siemenessä korkean kysteiiniproteinaasi-inhibiittori- 
aktiivisuuden. Koska erilaisilta palkokasveilta on löydetty kysteiiniproteinaaseja ja koska 
valkolupiinilta on tavattu kysteiiniproteinaasi-inhibiittoriaktiivisuutta, on aihetta epäillä, 
että kysteiiniproteinaasit voisivat pilkkoa myös sinilupiinin siemenen proteiineja idätyksen 
aikana. Shepard ja Moore (1978) löysivät sinilupiinilajikkeen sirkkalehdeltä proteaasin, 
joka pilkkoi erityisesti β-konglutiinia, mutta ei juurikaan α-, eikä γ-konglutiineja. 
Proteaasin entsyymiaktiivisuuden havaittiin olevan huipussaan 5 vuorokauden pimeässä 
idätyksen jälkeen. Kun entsyymin substraattina käytettiin gliadiinia, entsyymiaktiivisuus 
oli suurimmillaan, kun pH oli 4,0 ja lämpötila hieman alle 45 oC. Entsyymiaktiivisuus 
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pieneni hyvin jyrkästi lämpötilan noustua yli 45 oC:seen (Shepard ja Moore 1978). Shepard 
ja Moore (1978) eivät kuitenkaan luokitelleet puhdistamaansa proteaasia inhibiittoritestein. 
 
2.3.2 Peptidaasi-inhibiittorit 
  
Palkokasvien proteaasi-inhibiittorit jaettiin kahteen pääryhmään: Kunitz ja Bowman-Birk. 
Molempaan pääryhmään kuuluvat inhibiittorit inhiboivat seriiniproteinaaseja, yleensä 
trypsiiniä ja kymotrypsiiniä (Shewry 1999; Domoney 1999).  Guillamonin ym. (2008) 
mukaan sini-, valko- ja keltalupiinilajikkeissa oli erittäin vähän Kunitz-tyypin trypsiini-
inhibiittoria. On luultu, että lupiinin siemenet eivät juuri sisällä Kunitz- tai Bowman-Birk-
tyypin inhibiittoreita, mutta Scarafoni ym. (2008) löysivät ensimmäisinä tutkijoina 
valkolupiinista Bowman-Birk-ryhmään kuuluvan inhibiittorin, joka oli aktiivinen 
trypsiinille mutta ei kymotrypsiinille.  
 
Kystatiinit ovat monista eri kasveista löydettyjä inhibiittoreita, jotka inhiboivat 
kysteiiniendopeptidaaseja (Shewry 1999). Lupiinien kystatiineja ei ole toistaiseksi juuri 
tutkittu, mutta Hines ym. (1991) puhdistivat soijapavusta kystatiinin, joka inhiboi 
papaiiniheimoon kuuluvia kysteiinipeptidaaseja samoin kuin kysteiini-inhibiittori, E-64. 
Kystatiini menetti inhibointiaktiivisuutensa, kun sitä kuumennettiin 100 oC:ssa 30 minuutin 
ajan (Hines ym. 1991).  
 
2.3.3 Proteiinien pilkkoutumisen eteneminen  
 
Müntzin (1996) mukaan suurin osa palkokasvien varastoproteiinien hajoamisesta tapahtui 
4–8 vuorokauden idätyksen aikana. Ensimmäisten idätyspäivien aikana elektroforeesilla 
havaittiin pienempien polypeptideketjujen pilkkoutuneen mutta pidemmät 
polypeptidiketjut olivat yhä kokonaisina. Lyhyet polypeptidiketjut pilkkoutuivat nopeasti 
ja tarjosivat aminohappoja proteiinien uusiin biosynteeseihin. Freitaksen (2007) mukaan 
lupiinien visiliiniproteiinien pilkkoutumiseen kuluva aika oli riippuvainen 
lupiinilajikkeesta. Visiliinien pilkkoutuminen eteni eri vauhtia eri lupiinilajikkeilla (Freitas 
ym. 2007), eikä esimerkiksi sinilupiinin (L. angustifolius) visiliinit pilkkoutuneet juuri 
enää enempää 6 vuorokauden idätyksen jälkeen (kuva 5). Tällöin 6 vuorokautta on 
mahdollisesti riittävän pitkä aika sinilupiinin idätykselle. 
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Kuva 5. Visiliinin eli β-konglutiinin proteolyysiin kuluva aika (vrk) L. angustifoliuksella (▲), L. albuksella 
(♦), L. luteuksella (●) ja L. mutabiliksella (■). (Freitas ym. 2007 muokattuna). 
 
 
Visiliinien proteolyysi alkaa ennen legumiinien proteolyysiä. Durantin ym. (1984) mukaan 
9 vuorokauden idätyksen jälkeen lähes kaikki valkolupiinin visiliinien alkuperäiset 
protomeerit olivat hajonneet, mutta legumiinien alkuperäisistä protomeereistä oli jäljellä 
kaikki, yhtä protomeeriä lukuun ottamatta. Müntzin (1996) mukaan legumiinien α-ketju 
alkoi pilkkoutua ensin, kun taas β-ketju alkoi hajota vasta idätyksen jatkuttua 5–
6 vuorokautta. Müntz (1996) ehdottivat, että ketjujen eri aikainen pilkkoutuminen aiheutui 
niiden sijainnista proteiinissa: α-ketjun on esitetty olevan proteiinin pinnalla ja β-ketjun 
proteiinin sisäosissa.  Durantin ym. (1984) mukaan legumiiniproteiinien sisäiset 
disulfidisidokset voisivat hidastaa proteolyysiä. Toisaalta myös peptidien 
glykolysoitumisaste saattaa vaikuttaa palkokasvien proteiinien pilkkoutumisnopeuteen, 
sillä Müntz (1996) totesi mungo- ja tarhapavun polypeptidien pilkkoutuvan nopeammin 
silloin, kun ne eivät olleet glykolysoituneita.  
 
Valkolupiinin idätyksen alussa ja sen aikana protomeerien määrät kahdessa suurimmassa 
visiliinissä olivat erilaiset ja toisen visiliinin protomeerejä oli enemmän jäljellä vielä 
8 vuorokauden idätyksen jälkeen kuin toisen (Duranti ym. 1984). Tällöin visiliinien 
protomeerit tuhoutuivat eri nopeuksilla. Durantin ym. (1984) mukaan 6 vuorokauden 
idätyksen jälkeen valkolupiinin molempien suurimpien visiliinien pilkkoutumistuotteena 
muodostui 17 kDa:n peptidi. Uusi 12 kDa:n peptidi muodostui pilkkoutumistuotteena 
valkolupiiniin toisesta visiliinistä 6 vuorokauden idätyksen ja toisesta visiliinistä 
9 vuorokauden idätyksen jälkeen (Duranti ym. 1984).  
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Molekyylimassaltaan 20 kDa:n polypeptidi saattaa olla lupiinin β-konglutiinin 
pilkkoutumisen välituote. Ferreira ym. (1995) ehdottivat, että valkolupiinin β-konglutiini 
hajosi idätyksen aikana 3–5 vuorokauden välillä kahdeksi pääasialliseksi ryhmäksi 
polypeptidejä. Ensimmäisen β-konglutiinista muodostuneen ryhmän polypeptideillä oli 
suurempi molekyylipaino, ja näiden polypeptidien pitoisuus pieneni vähitellen 
olemattomiin 11. vuorokauden idätyksen kuluessa. Valkolupiinin β-konglutiinista 
muodostui myös toinen polypeptidiryhmä, joiden polypeptideillä oli pienempi 
molekyylipaino (20 kDa), ja näiden polypeptidien pitoisuuden havaittiin suurenevan 
idätyksessä 5–11 vuorokauden välillä. Nämä β-konglutiinista muodostuneet polypeptidit 
(20 kDa) hajosivat vasta 12. ja 14. vuorokauden kuluttua idätyksen aloittamisesta (Ferreira 
ym. 1995). Ramoksen ym. (1997) mukaan 20 kDa:in polypeptidi oli osa glykolysoitunutta 
β-konglutiinia ja täten β-konglutiinin hajoamisen välituote, jota alkoi kerääntyä 
valkolupiinin sirkkalehdelle 4 vuorokauden jälkeen idätyksen aloittamisesta. Freitas ym. 
(2007) havaitsivat vasta-ainevärjäyksen avulla, että 20 kDa:n polypeptidi oli vakaa β-
konglutiinin hajoamisen välituote sini-, valko- ja keltalupiinilla.  
 
Duranti ym. (1984) totesivat uusien 13 kDa:n ja 14 kDa:n suuruisten peptidien 
muodostuvan 6 vuorokauden idätyksen jälkeen valkolupiinin legumiinien 
pilkkoutumistuotteina. Kun valkolupiinin idätys oli jatkunut 12 vuorokautta, myös hieman 
12 kDa:n suuruista peptidiä oli muodostunut legumiinien pilkkoutumistuotteena (Duranti 
ym. 1984). Ferreira ym. (1995) mukaan valkolupiinin α-konglutiinit pilkkoutuivat osittain 
uusiksi polypeptideiksi 5 vuorokauden idätyksen kuluessa. Valkolupiinissa oli jäljellä 
5 vuorokauden idätyksen jälkeen myös samoja α-konglutiinien polypeptidejä kuin ennen 
idätystä. Ferreiran ym. (1995) mukaan valkolupiinin α-konglutiinien pilkkoutuminen alkoi 
nopeasti painavimmista polypeptideistä 5 vuorokauden idätyksen kuluessa, kun kevyt 
(19 kDa) polypeptidi alkoi vaiheittain pilkkoutua vasta 7 vuorokauden jälkeen. 
 
2.3.4 Kuidun pilkkoutuminen  
 
Ekso-(1?4)-β-galaktanaasi pilkkoo lupiinin soluseinän β-galaktaania idätyksen aikana.  
Buckeridge ja Reid (1994) hydrolysoivat (30 oC ja pH = 5,0) sinilupiinin galaktaania 
puhdistetulla β-galaktanaasilla 48 tunnin ajan, jonka jälkeen 80 % alkuperäisen galaktoosin 
määrästä galaktaanissa oli vapautunut vapaaksi galaktoosiksi. Ekso-(1?4)-β-
galaktanaasilla oli korkea aktiivisuus, kun sinilupiinin (1?4)-β-galaktaani oli entsyymin 
substraattina (Buckeridge ja Reid 1994). Buckeridgen ja Reidin (1994) mukaan sinilupiinin 
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β-galaktanaasin aktiivisuus lisääntyi galaktaanin hajoamisen aikana, jonka jälkeen 
entsyymiaktiivisuus heikkeni. Toisaalta sinilupiinissa ei muodostunut lainkaan endo-
galaktanaasia, sillä galaktaasin hajoamistuotteina idätyksen aikana havaittiin vain 
monosakkarideja, ei oligosakkarideja (Buckeridge ja Reid 1994). Tällöin β-galaktanaasin 
on täytynyt pilkkoa β-galaktaania vain ketjun päistä.  
 
Buckeridge ym. (2005) eristivät sinilupiinin siemenen soluseinästä varastona toimivan 
mesofyllin sekä ennen että jälkeen idätyksen. Idätyksen (14 vrk) jälkeen sinilupiinin 
soluseinän mesofyllin galaktoosista oli hävinnyt 92 %. Kun sinilupiinin soluseinä 
käsiteltiin idätyksen sijasta puhdistetulla ekso-(1?4)-β-galaktanaasilla, soluseinän 
galaktoosipitoisuus pieneni 63 %. Sinilupiinin idätyksen (14 vrk) jälkeen, soluseinän 
ramnoosipitoisuus pieneni 45 %, arabinoosipitoisuus 57 % ja ksyloosipitoisuus 45 %, 
mutta käsittely puhdistetulla ekso-(1?4)-β-galaktanaasilla ei vaikuttanut lainkaan 
idättämättömän sinilupiinin soluseinän muiden monosakkaridien (arabinoosi, ramnoosi ja 
ksyloosi) kuin galaktoosin pitoisuuteen. Buckeridgen ym. (2005) tutkimuksen perusteella 
ekso-(1?4)-β-galaktanaasi näyttäisi olevan β-galaktaania spesifisesti hajottava entsyymi. 
Sinilupiinin idätyksen aikana täytyi olla myös muita entsyymejä läsnä, sillä puhdistetulla 
ekso-(1?4)-β-galaktanaasilla ei havaittu Buckeridgen ym. (2005) mukaan olevan 
vaikutusta soluseinän arabinoosi-, ramnoosi- ja ksyloosipitoisuuksiin, jotka kuitenkin 
pienenivät sinilupiinin idätyksen (14 vrk) aikana.  
 
Buckeridgen ja Reidin (1994) tutkimuksen perusteella ekso-(1?4)-β-
galaktanaasiaktiivisuutta alkoi ilmetä sinilupiinin siemenissä vasta 8 vuorokauden 
idätyksen jälkeen (kuva 6), mikä havaittiin galaktoosin vapautumisena sinilupiinin 
galaktaanista. Buckeridgen ja Reidin (1994) mukaan optimaalinen pH-arvo β-
galaktanaasille oli 4,0–4,5 ja entsyymi oli substraatin puuttuessa stabiili 40 oC:n 
lämpötilaan asti. 
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Kuva 6. Sinilupiinin idätyksen vaikutus ekso-galaktanaasiaktiivisuuteen (■), joka havaitaan galaktoosin 
vapautumisena galaktaanista. Ekso-galaktanaasin substraattina sinilupiinista eristetty galaktaani (Buckeridge 
ja Reid 1994 muokattuna). 
 
 
2.4 Sinilupiinin haitalliset komponentit 
 
2.4.1 α-galaktosidit  
 
α-galaktosidit ovat lyhytketjuisia ei-pelkistäviä sokereita, jotka liukenevat veteen ja vesi-
alkoholi-liuoksiin (Martinez-Villaluenga ym. 2008). Martinez-Villaluengan ym. (2008) 
kirjallisuuskatsauksen mukaan palkokasvien α-galaktosidien (stakkioosi, raffinoosi ja 
verbaskoosi) on todettu aiheuttavan ilmavaivoja, koska suolistossa ei ole α-galaktosideja 
pilkkovaa entsyymiä, α-galaktosidaasia. Ilmavaivat syntyvät, koska suoliston mikrofloora 
käyttää α-galaktosidit metaboliassaan, jolloin niistä muodostuu suuria määriä hiilidioksidia 
ja vetyä sekä pieniä määriä metaania (Martinez-Villaluenga ym. 2008). Evansin ym. 
(1993) mukaan sinilupiinin siemenien oligosakkaridipitoisuus oli välillä 7,4–8,0 % kuiva-
aineesta, ja tästä määrästä eniten oli stakkioosia (4,4–5,1 %). Torresin ym. (2005) mukaan 
Troll-sinilupiinilajikkeen siemenessä oli α-galaktosideja 5,9 %, josta stakkioosia oli 3,8 %, 
verbaskoosia 1,5 % ja raffinoosia 0,5 %. Emir-sinilupiinilajikkeen α-galaktosidipitoisuus 
oli taas 12 %, josta stakkioosia oli 7,5 %, verbaskoosia 2,5 % ja raffinoosia 2 % (Torres 
ym. 2005). Martinez-Villaluengan ym. (2008) mukaan sinilupiinin α-galaktosidipitoisuus 
oli 6,7–11,5 % kuiva-aineesta, josta stakkioosia oli eniten (3,6–5,2 %).  
 
Martinez-Villaluenga ym. (2008) ehdottivat kirjallisuuskatsauksessaan siementen 
idätyksen, fermentoinnin ja käsittelyn α-galaktosidaasientsyymillä sekä siementen 
Idätysaika (vrk) 
Galaktoosin 
vapautuminen 
(nmol/min)  
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liotuksen vedessä tai vesi-alkoholi-liuoksissa olevan keinoja pienentää palkokasvien α-
galaktosidipitoisuutta. Kadlecin ym. (2008) mukaan palkokasvien idätyksen aikana α-D-
galaktosidaasi irroitti asteittain galaktoosimolekyylejä α-galaktosideista (raffinoosi, 
stakkioosi ja verbaskoosi). Galaktoosin irtoamisen jälkeen raffinoosi muuntui 
sakkaroosiksi, stakkioosi raffinoosiksi ja verbaskoosi stakkioosiksi. Dagnian ym. (1992) 
mukaan kuoritun sinilupiinin oligosakkaridipitoisuus eli α-galaktosidipitoisuus oli 59 g/kg, 
ja se pieneni lähes olemattomiin 6 vuorokauden idätyksen jälkeen, ja tällöin 
oligosakkaridipitoisuus oli vain 3 g/kg. Trugon ym. (1993) tutkimuksissa sini-, valko- ja 
keltalupiinien α-galaktosidipitoisuudet selvitettiin mittaamalla vetypitoisuus 
koehenkilöiden (n = 13) hengitysilmasta. Jo kahden vuorokauden idätyksen jälkeen α-
galaktosidit olivat hajonneet 100-prosenttisesti sinilupiinilajikkeissa ja alle 80-
prosenttisesti valko- ja keltalupiinilajikkeissa.  
 
Friasin ym. (1996) mukaan linssien liukoisista sokereista α-galaktosideja oli 68 % (5,2 % 
kuiva-aineen määrästä), mutta niiden pitoisuus pieneni olemattomiin linssijauhon ja veden 
seoksen fermentoinnin aikana. Kun linssijauhoa sekoitettiin veteen 79 g/l ja kun 
suspensiota fermentoitiin 42 oC:n lämpötilassa, α-galaktosidipitoisuus pieneni 71-
prosenttisesti 24 h:n ja lähes 100-prosenttisesti 48 h:n kuluttua fermentoinnin 
aloittamisesta. Kun fermentointilämpötila oli 28 oC ja kun linssijauhoa sekoitettiin veteen 
79 g/l, suspension α-galaktosidipitoisuus pieneni 48 h:n fermentoinnin aikana 24 % ja 
72 h:n aikana lähes 100 %. Frias ym. (1996) totesivatkin α-konglutiinien vähenevän 
fermentoinnin aikana enemmän korkeammassa lämpötilassa (42 oC) kuin matalammassa 
(28 oC). Frias ym. (1996) käyttivät fermentoinnissa vain linsseissä luontaisesti olevia 
mikro-organismeja.  
 
Songin ja Changin (2006) mukaan tehokas tapa pienentää pintopapujen α-
galaktosidipitoisuutta oli papujauhon käsittely homeista eristetyllä α-
galaktosidaasientsyymillä. Ensin Song ja Chang (2006) lämmittivät 25 minuutin ajan 
papujauhoa 115 oC:n lämpötilassa, jonka jälkeen α-galaktosidaasi lisättiin jauhoon ja 
jauhoa inkuboitiin 55–60 oC:n lämpötilassa pH:ssa 5,0 0,5–3 h:n ajan. Jo puolen tunnin α-
galaktosidaasikäsittely pienensi papujen α-galaktosidipitoisuutta 90 % ja kahden tunnin 
inkuboinnin jälkeen α-galaktosidit pilkkoutuivat kokonaan. Homeista eristettyjen α-
galaktosidaasien optimilämpötila oli välillä 50–60 oC, ja entsyymit menettivät biologisen 
aktiivisuutensa täysin kuumennettaessa entsyymiuutetta 70 oC:n lämpötilassa 30 minuutin 
ajan (Song ja Chang 2006).  
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Song ja Chang (2006) liottivat pintopapuja vedessä 16 h:n ajan 22 oC:n lämpötilassa, jonka 
jälkeen α-galaktosidipitoisuus oli pienentynyt vain noin 10 %. Papujen keittäminen 30 
minuutin ajan pienensi α-galaktosidipitoisuutta 44 % ja autoklavoiminen 115 oC:n 
lämpötilassa 30 minuutin ajan 58 %. Songin ja Changin (2006) tulosten perusteella liotus, 
keittäminen tai autoklavoiminen eivät olleet kovin tehokkaita tapoja pienentää papujen α-
galaktosidipitoisuutta. Torres ym. (2005) liottivat sinilupiinien siemeniä ensin 4 oC vedessä 
12 h:n ajan, jonka jälkeen siemeniä uutettiin 50-prosenttisella etanoliliuoksella 40 oC:n 
lämpötilassa 18 h:n ajan. Uuton jälkeen etanoliliuos kaadettiin pois ja siemenet uutettiin 
uudelleen 50-prosenttisella etanolilla. Liotuksen ja etanoliuuttojen jälkeen Troll-
sinilupiinilajikkeen α-galaktosidipitoisuus oli 0,7 %, mutta Emir-lajikkeen yhä 3,5 %. 
Toisaalta etanolikäsittelyiden seurauksena sinilupiinin siementen B1-vitamiinipitoisuus 
pieneni 25–47 %, B2-vitamiinin 38 – 40 %, ja E-vitamiinin 48–54 % (Torres ym. 2005). 
Etanoliuuttojen suorittaminen α-galaktosidipitoisuuden pienentämisen vuoksi oli paitsi 
aikaa vievää, myös heikensi sinilupiinin siemenien ravitsemuksellista arvoa pienentämällä 
merkittävästi B1-, B2- ja E-vitamiinipitoisuuksia. Songin ja Changin (2006) ja Torresin ym. 
(2005) tutkimusten perusteella vesi- tai vesi-alkoholi -uutot eivät ole teknologisesti, 
ravitsemuksellisesti eivätkä taloudellisesti kovin menestyksekkäitä tapoja pienentää 
siemenien α-galaktosidipitoisuutta. Toisaalta idätys, fermentointi ja α-galaktosidien 
hydrolyysi α-galaktosidaasilla olisivat tehokkaita prosessointeja sinilupiinin siementen α-
galaktosidipitoisuuden pienentämiseen. 
 
2.4.2 Allergeenit  
 
Jappen ja Viethsin (2010) kirjallisuuskatsauksen mukaan sinilupiinin β-konglutiini on 
merkitty IUIS:n (International Union of Immunological Societies Allergen Nomenclature 
Subcommittee) tiedoissa allergeeniksi nimeltä Lup an 1. Sinilupiinista saattaa löytyä myös 
muita allergisoivia proteiineja. Holden ym. (2008) totesivat lupiiniallergiaa sairastavien 
potilaiden (n = 6) immunoglobuliini E:n (IgE) sitoutuvan kaikkiin lupiinin konglutiineihin, 
mutta IgE:n sitoutuminen eri konglutiineihin oli riippuvaista koehenkilöstä. Viiden 
potilaan kuudesta IgE sitoutui sekä kahteen lupiinin α-konglutiiniin (40 ja 43 kDa) että β-
konglutiiniin. Toisaalta vain yhden potilaan IgE sitoutui γ-konglutiiniin. Yhdenkään 
potilaan IgE ei sitoutunut lupiinin δ-konglutiiniin, kun menetelmänä käytettiin vasta-
ainevärjäystä, mutta viiden potilaan kuudesta IgE sitoutui käytettäessä 
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määritysmenetelmänä ELISA:a. Holdenin ym. (2008) tulosten perusteella α- ja β-
konglutiinit olivat vahvoja allergeeneja, kun taas γ- ja δ-konglutiinit olivat heikompia. 
 
Guillamon ym. (2010) tunnistivat 2 valkolupiinin allergeenia (Lup-1 ja Lup-2). Lup-1 oli 
β-konglutiineihin kuuluva proteiini, jonka molekyylimassa oli 34,5 kDa. Lup-2 oli α-
konglutiinien emäksinen alayksikkö (20 kDa). Magni ym. (2005) määrittivät vasta-
ainevärjäyksen avulla valkolupiinin allergeenisia polypeptideja ja havaitsivat samoin kuin 
Guillamon ym. (2010), että α-konglutiinin emäksinen perusalayksikkö (20 kDa) reagoi 
voimakkaasti kaikkien potilaiden IgE:n kanssa. Allergiaa aiheuttivat myös γ-konglutiinin 
yksiköt (17 ja 30 kDa) (Magni ym. 2005; Guillamon ym. 2010). Rojas-Hijazo ym. (2005) 
löysivät lupiinin siemenestä tehdystä uutteesta allergeenit (14 ja 48 kDa), joista 14 kDa:n 
polypeptidi oli hyvin kestävä lämpökäsittelylle, eikä tuhoutunut edes 170 oC:n lämpötilassa 
20 minuutin inkuboinnin aikana. Magnin ym. (2005) mukaan IgE ei sitoutunut 
valkolupiinin α-konglutiinin happamaan perusyksikköön eikä δ-konglutiiniin. Klos ym. 
(2009) havaitsivat vasta-ainevärjäyksen avulla sinilupiinin γ-konglutiinin yksiköiden (40 ja 
90 kDa) sitoutuvan spesifisesti lupiiniallergiaa sairastavien potilaiden (n = 15) seerumin 
IgE:hen.  
 
Lupiiniallergiaa tai herkkyyttä lupiinille on raportoitu olevan erityisesti henkilöillä, jotka 
ovat allergisia pähkinöille. Peetersin ym. (2009) mukaan pähkinäallergiaa sairastavista 
henkilöistä (n = 39) jopa 82 % olivat allergiatesteissä (prick-testi ja immunoCAP) herkkiä 
myös valkolupiinijauholle. Shaw’n ym. (2008) mukaan 34 % pähkinäallergiaa potevista 
lapsista olivat herkkiä myös lupiinille. Holden ym. (2008) havaitsivat, että pähkinän ja 
mantelin proteiinit estivät inhibitiotesteissä lupiiniallergiaa sairastavien koehenkilöiden 
(n = 6) IgE:n sitoutumista sinilupiinin proteiineihin. Holden ym. (2008) ehdottivat lupiinin, 
pähkinän ja mantelin proteiinien allergisoivan ristiin. Guillamon ym. (2010) selittivät 
ristiallergian lupiinien ja muiden palkokasvien välillä johtuvan palkokasvien allergiaa 
aiheuttavien proteiinien (Lup-1 ja Lup-2) aminohapposekvenssien samankaltaisuudesta.  
 
Palkokasvien α-konglutiinin 20 kDa:n perusyksikön on todettu hydrofobisena olevan 
kääntyneenä proteiinin sisään (Müntz 1996). Fischerin ym. (2000) mukaan vain yksi 
kysteiiniproteinaasi kykeni pilkkomaan 20 kDa:n perusyksikköä metsävirnan siemenessä 
idätyksen aikana. Toisaalta lupiinien γ-konglutiinin ei ole todettu pilkkoutuvan idätyksen 
aikana (Duranti ym. 1984; Freitas ym. 2007). Lupiiniallergiaa mahdollisesti aiheuttavaa γ-
konglutiinia ja α-konglutiinin lyhyempää perusyksikköä (20 kDa) saattaa olla vaikeaa, jopa 
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mahdotonta, pilkkoa pelkän lyhytkestoisen idätyksen aikana, mutta proteiinit saattaisivat 
pilkkoontua fermentoinnin seurauksena.  
 
 
2.5 Proteiinien tutkimusmenetelmät 
 
2.5.1 Eristämis- ja puhdistamistekniikat 
 
Saostaminen ammoniumsulfaatilla. Globuliineja on puhdistettu saostamalla niitä 85 %:lla 
ammoniumsulfaatilla (Joubert 1955; Blagrove ja Gillespie 1975) tai 80 %:lla 
ammoniumsulfaatilla (Lilley 1986a). Ammoniumsulfaatilla saostamisen jälkeen Joubert 
(1955) erotti globuliinit kahdeksi eri fraktioksi liottamalla sakan fosfaattipuskuriin, 
sentrifugoimalla ja mikrosuodattamalla asetaattipuskuria vasten. Ensimmäinen 
globuliinifraktio (11,6S) saatiin mikrosuodatuksen jälkeen saostuneista proteiineista. 
Liukoinen osa mikrosuodatettiin tislattua vettä (4 oC) vasten, jonka jälkeen saostuneesta 
fraktiosta saatiin toinen globuliinifraktio (7,8S) erilleen. Blagrove ja Gillespie (1975) 
erottivat α-konglutiinin (11,6S) ja β-konglutiinin (7,8S) samalla periaatteella kuin Joubert 
(1955), mutta Blagrove ja Gillespie (1975) erottivat lisäksi γ-konglutiinin. Konglutiinit (α, 
β, ja γ) puhdistettiin toistamalla ammoniumsulfaattikäsittelyä. Blagroven ja Gillespien 
(1975) mukaan α- konglutiini jakaantui kahteen erilaiseen fraktioon, joista toinen liukeni 
kylmään veteen ja toinen ei, joten fraktiot voitiin erottaa toisistaan kylmän vesiuuton (4 oC) 
avulla. Lilley (1986a) erotti globuliineista δ-konglutiinit heti ammoniumsulfaatilla 
puhdistamisen ja seoksen sentrifugoinnin jälkeen. Lilleyn (1986a) mukaan sentrifugoinnin 
jälkeen muodostuvaan liukoiseen osaan oli liuenneena sekä δ-konglutiinit että β-
konglutiinijäännös. Kuvassa 7 on esitetty, kuinka globuliinit on saatu erilleen 
ammoniumsulfaattikäsittelyllä. Ammoniumsulfaatilla saostamista on käytetty myös osana 
sinilupiinin peptidaasien (Shepard ja Moore 1978) ja sinilupiinin galaktanaasin 
(Buckeridge ja Reid 1994) puhdistamista. 
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Kuva 7. Konglutiinien eristäminen omiksi fraktioikseen 
 
 
Kromatografiaan perustuvat tekniikat. Creightonin (2003) mukaan 
ioninvaihtokromatografia perustuu varautuneen liuoksen ja vastakkaismerkkisesti 
varautuneen kiinteän stationäärifaasin väliseen sähköstaattiseen vuorovaikutukseen. 
Molekyylien erottelu toisistaan perustuu sähköstaattisen vetovoiman suuruuteen. Mitä 
suurempi liuoksen ja stationäärifaasin välinen vetovoima on, sitä paremmin liuoksen 
molekyylit sitoutuvat stationäärifaasiin ja sitä hitaammin ne eluoituvat. Geelisuodatuksessa 
partikkelien erottuminen perustuu niiden kokoon (Creighton 2003). Stationäärifaasissa on 
paljon huokosia, joihin pienemmät molekyylit mahtuvat ja isommat eivät. Isommat 
molekyylit eluoituvat ensin, sillä ne eluoituvat huokosten ohi. Pienempien molekyylien 
kulku hidastuu, sillä niiden tulee läpäistä huokoset. Geelisuodatusta käytetään tavallisesti 
makromolekyylien puhdistukseen ja niiden koon määrittämiseen. 
 
Valkolupiinin globuliinit erotettiin ioninvaihtokromatografian avulla lisäämällä NaCl:n 
pitoisuutta vaiheittain (Duranti ym. 1981; Duranti ym. 1988). Ioninvaihtokromatografiaa 
on käytetty osana puhdistamista myös sinilupiinin peptidaaseille (Shepard ja Moore 1978) 
ja galaktanaasille (Buckeridge ja Reid 1994), ja tällöin ioninvaihtohartseina käytettiin 
karboksimetyyliselluloosaa (CMC-selluloosa) ja dietyyliaminoetyyliselluloosaa (DEAE-
selluloosa). NaCl-pitoisuuden lisääntyessä yhä suuremmat proteiinit saatiin ulos 
ioninvaihtopylväästä. Durantin ym. (1988) mukaan valkolupiinin α-konglutiinit koostuivat 
kahdesta komponentista: 12S ja 7S, jotka pystyttiin tunnistamaan geelisuodatuksen ja 
ultrasentrifugoinnin avulla, mutta ei ioninvaihtokromatografiaa apuna käyttäen. 
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Geelisuodatuksen avulla pystyttiin seuraamaan suuremman (12S) ja pienemmän (7S) α-
konglutiinin assosioitumis-dissosioitumis -reaktiota (Duranti ym. 1988). Geelisuodatuksen 
avulla on puhdistettu γ-konglutiinit (Blagrove ym. 1980) ja δ-konglutiinit β-
konglutiinijäännöksestä (Lilley 1986a) sekä määritetty konglutiinien massat. Ferreira ym. 
(1995), dos Ramos ym. (1997) ja Freitas ym. (2007) erottivat ja puhdistivat 
globuliinifraktiot käyttäen pikanestekromatografiaa (FPLC) (engl. Fast protein liquid 
chromatography). Proteiinit eluoituivat NaCl:n muodostaman jatkuvan gradientin avulla. 
Freitaksen ym. (2007) mukaan visiliinit uuttuivat pylväästä, kun NaCl:n pitoisuus oli noin 
0,3 M, ja legumiinit, kun NaCl:n pitoisuus oli noin 0,4 M. 
 
2.5.2 Proteiinien koon määrittäminen 
 
Ultrasentrifugointi. Sedimentoitumisnopeuteen perustuvalla ultrasentrifugoinnilla voidaan 
Lilleyn (1999) mukaan arvioida proteiinien kokoa ja massaa. Mitä suurempi on 
sedimentaatiovakion arvo, sitä suurempi koko proteiinilla on. Sinilupiinien proteiinien 
sedimentaatiovakiot on saatu selville ultrasentrifugoimalla proteiinifraktioita (Joubert 
1955). Joubertin (1955) löytämät 3 sedimentaatiovakiota olivat 11,6; 7,8 ja 1,6S. 
Albumiinien sedimentaatiovakio oli 1,6S ja globuliinien 11,6 ja 7,8S. Globuliinien 7,8S 
sedimentaatiodiagrammit eivät muuttuneet sentrifugoinnissa käytetyn puskurin 
ionivahvuuden ja happamuuden muuttuessa (I = 0,3, pH = 7,0 tai I = 0,5, pH = 7,0 tai 
I = 0,1, pH = 8,8), mutta globuliinifraktio 11,6S hajosi pienemmäksi komponentiksi (7,1S) 
sitä enemmän, mitä matalampi ionivahvuus ja suurempi pH-arvo puskurilla oli. Lilley 
(1986a) määritti ultrasentrifugoinnin avulla δ-konglutiinille 2 eri sedimentaatiovakiota: 
3,2S ja 2,0S. Blagrove ja Gillespie (1980) puhdistivat γ-konglutiinin geelisuodatuksen 
avulla, ja onnistuivat sedimentaation avulla määrittämään puhdistetun kokonaisen γ-
konglutiinin ja sen lyhyemmän ja pidemmän polypeptidiketjun molekyylipainot. 
 
Matalan erotuskyvyn elektroforeesi selluloosa-asetaattikalvolla. Creightonin (2003) 
mukaan molekyylit liikkuvat elektroforeesissa sitä elektrodia kohti, jonka varaus on 
päinvastainen molekyylin nettovarauteen nähden. Negatiivisesti varautuneet molekyylit 
liikkuvat kohti positiivisesti varautunutta elektrodia (aniodia) ja positiivisesti varautuneet 
kohti negatiivisesti varautunutta elektrodia (katodia). Makromolekyylien liikkuvuus 
elektroforeesissa on sitä nopeampaa, mitä suurempi molekyylin pinta-ala on suhteessa sen 
pinnan nettovaraukseen.  
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Blagrove ja Gillespie (1975) suorittivat elektroforeesiajon selluloosa-asetaattikalvolla. 
Elektroforeesin aikana sinilupiinin globuliineille ei todettu tapahtuvan assosioitumis-
dissosioitumis-reaktiota. Selluloosa-asetaattikalvolla suoritetulla elektroforeesilla on 
tehokkaasti pystytty tarkkailemaan sinilupiinien proteiinien eristämisen ja puhdistamisen 
onnistumista, kun elektroforeesiajo on suoritettu pelkistämättömissä olosuhteissa (Lilley 
1999). Duranti ym. (1981) tunnistivat selluloosa-asetaattielektroforeesin avulla 
globuliiniuutteesta valkolupiinin α-, β-, γ-konglutiinit liikkuvuuden perusteella. Lilley 
(1986) erottivat α-, β-, γ-konglutiinien lisäksi myös δ-konglutiinit ajettuaan sinilupiinin 
siemennäytteensä selluloosa-asetaattikalvolla. Nopeiten selluloosa-
asetaattielektroforeesissa liikkui δ-konglutiinit, vain hieman nopeammin kuin α-
konglutiinit. Gillespien ja Blagroven (1975) mukaan sinilupiinilajikkeiden α-konglutiinien 
ja hieman myös β-konglutiinien molekyylimassat vaihtelivat liikkuvuutensa perusteella 
selluloosa-asetaattielektroforeesissa, kun taas sinilupiinilajikkeiden γ-konglutiinien 
molekyylimassat eivät (kuva 8).  
 
 
Kuva 8. Eri sinilupiinilajikkeiden (n=15) α-, β- ja γ-konglutiinien jakautuminen selluloosa-
asetaattielektroforeesissa (Gillespie ja Blagrove, 1975 muokattuna). 
 
 
SDS-PAGE. SDS-PAGE:lla (natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeeli-
elektroforeesi) voidaan empiirisesti määrittää proteiinialayksiköiden massoja joko 
pelkistämättömissä tai pelkistetyissä olosuhteissa. Pelkistin katkaisee peptidiketjujen 
välisiä disulfidisidoksia, ja pilkkoo täten proteiinirakennetta (Lilley 1999), mikä voidaan 
havaita elektroforeesin avulla.  Creightonin (2003) mukaan SDS on negatiivisesti 
varautunut pinta-aktiivinen aine, joka denaturoi proteiineja ja aiheuttaa niille negatiivisen 
nettovarauksen. Tällöin proteiinit kulkeutuvat SDS-PAGE:ssa kohti positiivisesti 
varautunutta elektrodia; mitä lyhyempi aminohappoketju on, sitä pidemmälle se kulkeutuu 
elektroforeesissa.  
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Blagrove ja Gillespie (1975) ajoivat sinilupiinin siemenen puhdistetut konglutiinit SDS-
PAGE:lla sekä pelkistämättömissä että pelkistetyissä olosuhteissa, ja tulosten perusteella 
pelkistämätön ja kylmään veteen liukenematon α-konglutiini koostui 4 polypeptidistä ja 
pelkistämätön ja kylmään veteen liukeneva α-konglutiini 5 polypeptidistä, joiden 
molekyylipaino oli välillä 55–80 kDa. Pelkistyksen jälkeen sekä kylmään veteen 
liukenevat että liukenemattomat α-konglutiinit muodostivat elektroforeesigeelille neljä 
samankokoista polypeptidiä (20, 40, 53 ja 63 kDa), mutta kylmään veteen liukeneva α-
konglutiini jakaantui lisäksi kahteen polypeptidiin (36 ja 50 kDa). Restanin ym. (1981) 
mukaan valkolupiinin α-konglutiinien rakenteissa esiintyi disulfidisidoksia, sillä juovien 
määrä lisääntyi SDS-PAGE:ssa, kun proteiinit ajettiin pelkistettyinä verrattuna niiden 
ajoon pelkistämättöminä. Restani ym. (1981) arvelivat, että peptidien massan suuruus 
saatettiin yliarvioida SDS-PAGE:n perusteella, sillä proteiineihin todettiin olevan 
liittyneenä eri määriä hiilihydraattia, mikä saattoi hidastaa proteiinien kulkemista geelillä.  
 
Blagroven ja Gillespien (1975) mukaan sinilupiinin ja Restanin ym. (1981) mukaan 
valkolupiinin β-konglutiinit jakaantuivat SDS-PAGE:ssa samalla tavoin sekä pelkistettynä 
että pelkistämättömänä, mistä tutkijat päättelivät, että disulfidisidoksia ei ollut 
proteiinirakenteiden sisällä. Blagroven ja Gillespien (1975) mukaan sinilupiinin β-
konglutiinit jakaantuivat elektroforeesissa sekä pelkistetyissä että pelkistämättömissä 
olosuhteissa kuudeksi polypeptidiksi, joiden molekyylipainot olivat välillä (20–60 kDa). 
Konglutiini γ:n todettiin rakentuvan pelkistämättömänä vain yhdestä polypeptidistä (40 
kDa) ja pelkistettynä kahdesta (17 ja 30 kDa) (Blagrove ja Gillespie 1975). Lilley (1986a) 
päättelivät SDS-PAGE:n avulla ajamalla näytteet sekä pelkistämättöminä että 
pelkistettyinä, että δ1-konglutiini (3,2S) oli disulfidisidoksin rakentunut dimeeri δ2-
konglutiinista (2,0S). Esimerkki sinilupiinin siemenen pelkistämättömille globuliineille 
suoritetusta elektroforeesiajosta vuodelta 1975 on esitetty kuvassa 9. Kuvasta 9 voidaan 
erottaa eri konglutiineja niiden liikkuvuuden perusteella elektroforeesissa, mutta tarkempia 
molekyylipainoja ei kuvan perusteella voida arvioida. Kuvassa 10 on pelkistetyille 
sinilupiinin albumiineille ja globuliineille sekä albumiinifraktiosta ja globuliinifraktiosta 
uutetuille δ-konglutiineille suoritettu elektroforeesiajo SDS-PAGE:lla. Kuvasta 10 
havaitaan globuliineihin ja albumiineihin kuuluvien polypeptidien molekyylipainot 
polypeptidien liikkuvuuden perusteella. Toisaalta kuvasta 10 nähdään δ-konglutiinien 
jakaantuvan sekä albumiineihin että globuliineihin. 
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Kuva 9. Sinilupiinin pelkistämättömien globuliinien SDS-PAGE -ajo. a) globuliinit, b) puhdistetut γ-
konglutiinit, c) β-konglutiinit, d) kylmään veteen liukenevat α-konglutiinit ja e) kylmään veteen 
liukenemattomat α-konglutiinit (Gillespie ja Blagrove 1975). 
 
 
 
 
Kuva 10. Sinilupiinin siemenen pelkistettyjen proteiinien elektroforeesi SDS-PAGE:lla. Globuliinit (1), 
globuliineista uutetut δ-konglutiinit (2), albumiinit (3) ja albumiineista uutetut δ-konglutiinit (4). Proteiinien 
uutto suoritettiin pH:ssa 5,0 (Salmanowicz ja Przybylska 1994 muokattuna). 
 
 
2.5.3 Proteiinien tunnistus  
 
Vasta-ainevärjäystä on käytetty lupiinien allergeenien tunnistamisessa (Magni ym. 2005; 
Rojas-Hijazo ym. 2006; Klos ym. 2010). SDS-PAGE -ajon jälkeen erottuneet proteiinit 
siirrettiin polyvinylideenidifluoridikalvolle (PVDF-kalvo). Vasta-aineille epäspesifiset 
tarttumiskohdat proteiineissa tukittiin naudan seerumin albumiinilla (BSA) (Magni ym. 
2005; Klos ym. 2010) tai nonyylifenoksipolyetoksyylietanolilla (NP-40) (Rojas-Hijazo ym. 
2006). Proteiineja inkuboitiin allergeeneille spesifisillä vasta-aineilla ja allergeenit 
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tunnistettiin joko kolorimetrisesti (Rojas-Hijazo ym. 2006), radioaktiivisesti (Klos ym. 
2010) tai fluoresoivalla tunnistuksella (Magni ym. 2005).  
 
Glykosyloituneet polypeptidit tunnistettiin SDS-PAGE-ajon jälkeen (Ferreira ym. 1995). 
Polypeptidit erotettiin SDS-PAGE-geeliltä ja siirrettiin PVDF-kalvolle, jossa niitä 
käsiteltiin concanavalin A-peroksidaasilla. Concanavalin A on lektiini, joka sitoutuu 
glykoproteiinien α-D-glykosidi- tai α-D-mannosidi-ryhmiin. 
 
 
3 KOKEELLINEN TUTKIMUS 
 
3.1 Materiaalit ja menetelmät 
 
3.1.1 Tutkimuksen tavoite 
 
Kokonaispeptidaasiaktiivisuus ja peptidaasien luokittelu. Esikokeiden tavoitteena oli 
rakentaa sinilupiinin idätykseen menetelmä, jonka avulla peptidaaseja muodostuisi 
riittävästi siemeniin. Tarkoituksena oli, että idätyksen aikana muodostuneet peptidaasit 
pilkkoisivat varastoproteiineja edelleen fermentoinnin aikana. Esikokeissa sinilupiinin 
siemeniä idätettiin kuuden vuorokauden ajan, ja selvitettiin riittävä idätysaika. Sopiva 
idätysaika määritettiin kokonaispeptidaasiaktiivisuustulosten perusteella. Jatkotutkimusten 
tavoitteena oli määrittää kokonaispeptidaasiaktiivisuus idätysprosessin eri vaiheissa. 
Jatkotutkimuksissa peptidaasiaktiivisuus määritettiin kuivista ja liotetuista sekä 2 ja 4 
vuorokautta idätetyistä siemenistä. Kuivista ja liotetuista sekä 2 ja 4 vuorokautta idätetyistä 
siemenistä oli tavoitteena tutkia mahdollisten aspartyyli-, seriini-, kysteiini- ja 
metallopeptidaasien läsnäolo. Tavoitteena oli myös selvittää, mihin suuntaan luokiteltujen 
peptidaasien entsyymiaktiivisuus muuttui idätyksen aikana.  
 
Galaktanaasiaktiivisuus. Tavoitteena oli määrittää sinilupiinin siemenien 
galaktanaasiaktiivisuus idätyksen eri vaiheissa. Galaktanaasiaktiivisuuden määrittämisen 
tarkoitus oli saada käsitystä sinilupiinin galaktaanin mahdollisesta pilkkoutumisesta 
idätyksen aikana. Galaktanaasiaktiivisuus määritettiin liotetuista siemenistä ja jokaisen 
kuuden idätyspäivän jälkeen.  
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Fermentoinnin onnistuminen. Kuivista ja 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä valmistettiin 
ydinjauhoa, jota fermentoitiin joko Lactobacillus brevis tai Lactobacillus rhamnosus -
maitohappobakteereilla yksinään tai yhdessä leivinhiivan kanssa. Tavoitteena oli selvittää 
fermentointien onnistumista määrittämällä jauho-vesi -seoksen pH-arvo ja happoluku sekä 
mikrobipitoisuudet ennen ja jälkeen fermentoinnin.  
 
Proteiinien pilkkoutuminen idätyksen ja fermentoinnin aikana. Tavoitteena oli tutkia 
vesiliukoisten albumiinien, suolaliukoisten globuliinien ja muiden proteiinien 
pilkkoutumisprofiileita idätyksen ja fermentointien aikana. Siemenien proteiinien 
pilkkoutumista seurattiin SDS-PAGE:lla kuivista ja liotetuista siemenistä sekä 2 ja 
4 vuorokautta idätetyistä siemenistä. Fermentoinneissa käytettiin kuivista ja 2 vuorokautta 
idätetyistä siemenistä valmistettua ydinjauhoa. 
 
Vesiliukoisen proteiinin osuus. Tavoitteena oli määrittää proteiinien liukoisuutta veteen eri 
lämpötiloissa (25, 50 ja 80 oC) ja pH-arvoissa (6, 7,5 ja 9). Proteiinien liukoisuutta veteen 
määritettiin liotetuista ja 2 vuorokautta idätetyistä kuorituista siemenistä. Vesiuuton 
jälkeen määritettiin uutteen proteiinipitoisuus ja vesiliukoisen proteiinin osuus. Kuvassa 11 
on esitetty kaaviona tämän tutkimuksen kulku. Pakkaskuivausten tarkoitus siemenien 
liotuksen ja idätyksen sekä fermentointien jälkeen oli saattaa tutkimusmateriaali kuivaan 
muotoon mahdollistamaan jatkokäsittelyt (kuva 11). 
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Kuva 11. Kaavio tutkimuksen kulusta  
 
  
3.1.2 Koemateriaalit 
 
Tutkimuksessa käytettiin Haags Blaue -sinilupiinilajikkeen siemeniä, sato vuodelta 2010. 
Siemenet hankittiin maataloustieteiden laitoksesta, Helsingin yliopistosta. 
Fermentoinneissa käytettiin sekä maitohappobakteerikantoja Lactobacillus brevis (L62) 
(Lallemand S.A., Blagnac Cedex, Ranska) ja Lactobacillus rhamnos (LC705) (Holdbac 
Protective Cultures, Danisco, Niebűll, Saksa) että leivinhiivaa. 
 
Entsyymiaktiivisuudet ja peptidaasien luokittelu. Peptidaasiaktiivisuuden määrityksessä 
peptidaasien substraattina käytettiin atsokaseiinia (Megazyme International Ireland, Bray, 
Ireland) ja galaktanaasiaktiivisuuden määrityksessä galaktanaasin substraattina käytettiin 
perunasta eristettyä atsogalaktaania (Megazyme International Ireland, Bray, Ireland). 
Peptidaasien luokittelussa käytettiin luokkaspesifisiä peptidaasi-inhibiittoreita: pepstatiini 
A (Sigma Chemicals Co., St. Louis, USA), PMSF (fenyylimetyylisulfonyylifluoridi) 
(Sigma Chemical Co, St. Louis, USA), E-64 (trans-epoksisukkinyyli-L-leusyyliamido(4-
guanidino)butaani) (Sigma Chemical Co, St. Louis, USA) ja O-FEN (1,1O-fenantroline) 
(Sigma Chemical Co, St. Louis, USA). Sekä peptidaasi- ja galaktanaasiaktiivisuuksien että 
peptidaasien luokitteluun käytetyt materiaalit on luoteltu tarkemmin liitteessä 1.  
43 
 
 
Elektroforeesi SDS-PAGE:lla. Proteiinien disulfidisidokset pelkistettiin DL-ditiotreitolilla 
(DTT, treo-1,4-dimerkapto-2,3-butaanidioli) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, USA) ennen 
elektroforeesia. Elektroforeesin jälkeen proteiinit kiinnitettiin elektroforeesigeeliin 
trikloorietikkahapolla (TCA) (≥99,5 %, Merck KGaA, Darmstadt, Saksa) ja värjättiin 
Coomassien sinisellä (Coomassie Brilliant Blue R-250, MP Biomedicals LLC, Illkirch, 
Ranska). Elektroforeesia varten käytetyt materiaalit on tarkemmin lueteltu liitteessä 1. 
 
Mikrobien viljely. Maitohappobakteereita kasvatettiin MRS -agarilla (de Man, Rogosa and 
Sharpe) (Lab M Limited, Lancashire, UK). Hiivoja varten valmistettiin oma 
kasvatusalusta, johon sekoitettiin agaria (agar no.1, Lab M Limited, Lancashire, UK), 
hiivauutetta (yeast extract powder, Lab M Limited, Lancashire, UK), peptonia (Bacto 
peptone, Difco laboratories, Detroit, USA) ja dekstroosia (Bacto-dextrose, Difco 
Laboratories, Detroit, Michigan, USA). Fermentointiin ja mikrobien viljelyyn käytetyt 
materiaalit on tarkemmin lueteltu liitteessä 1.  
 
3.1.3 Materiaalin käsittely 
 
Idätyksen suoritus. Sinilupiinin siemeniä liotettiin vedessä dekantterilasissa vesihauteessa 
15 oC:n lämpötilassa yön yli, sillä siementen haluttiin imevän itseensä maksimimäärän 
vettä. Garnczarskan ym. (2007) tutkimuksen perusteella lupiininsiemenet olivat 
saavuttaneet vakaatilan vesipitoisuuden noin 10 h:n liotuksen kuluessa. Dekantterilasiin 
mitattiin noin 3-kertainen määrä vettä kuivien siemenien massaan verrattuna, jotta kaikki 
siemenet turvotessaankin pysyisivät koko ajan veden pinnan alapuolella. Siemenet imivät 
liotessaan vettä 2,7-kertaisesti alkupainoonsa verrattuna, mikä laskettiin liotettujen 
siemenien ja kuivien siemenien massan muutoksesta. 
  
Siemeniä idätettiin vaihtolämpökaapissa (Lilnord AS, Tanska) metallisissa laareissa 
märkien idätyspapereiden päällä. Idätyksen aikana vaihtolämpökaapin lämpötila oli 15 oC 
ja ilman suhteellinen kosteus 90–100  %. Siemenet kasteltiin suihkupullolla kerran 
vuorokaudessa. Idätys suoritettiin pimeässä, ja tätä varten vaihtolämpökaapin ikkuna 
peitettiin. Esikokeissa siemeniä idätettiin 6 vuorokauden ajan ja jatkokokeissa 
4 vuorokauden ajan. 
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Siementen esikäsittely. Liukoisen proteiinin määritystä varten liotetut ja idätetyt siemenet 
kuorittiin käsin ja ne pakastettiin –80 oC:n lämpötilaan ennen käyttöä. 
Entsyymiaktiivisuusmäärityksiä ja peptidaasien luokittelua varten liotetut, idätetyt ja 
kuoritut siemenet kuivattiin pakkaskuivurilla (Heto, drywinner, Tanska) ja pakkaskuivatut 
näytteet jauhettiin sentrifugaalimyllyllä (Retsch ZM 200, GWB, Saksa). Fermentointeja 
varten sekä kokonaiset kuivat siemenet että 2 vuorokautta idätetyt ja pakkaskuivatut 
kuorimattomat siemenet jauhettiin ensin nastamyllyllä (KT, Koneteollisuus Oy, Suomi), 
jonka jälkeen leseosa saatiin erilleen ydinjauhosta valssimyllyllä (Brabender Duisburg, 
Saksa). 
 
3.1.4 Peptidaasiaktiivisuuden määritys 
 
 
Peptidaasiuutteiden valmistus. Peptidaasit uutettiin sinilupiinijauhosta natrium-
asetaattipuskurilla (50 mM, pH = 4,7), johon oli lisätty L-kysteiiniä (2 mM) pelkistämään 
proteiinien disulfidisidoksia, ja uuttosuhde oli 1:8 (Loponen ym. 2004, 2007). Uutto 
suoritettiin sekoittajassa (HS 250, Kjanke&Kunkel, Ika-Labortechnik, Saksa) 
huoneenlämmössä (22 oC) ja uuttoaika oli 30 minuuttia. Esikokeissa näyteputkia 
sentrifugoitiin 45 minuuttia kierrosnopeudella 4000 rpm (3220 g) ja jatkokokeissa 1 h 
kierrosnopeudella 12 000 rpm (18 514 g) (eppendorf, centrifuge 5810 R, Saksa), ja 
erottunut neste otettiin talteen ja sitä varastoitiin –20 oC:ssa ennen käyttöä. Esikokeissa 
peptidaasit uutettiin liotetuista siemenistä sekä jokaisen idätyspäivän (6 d) siemenistä. 
Jatkokokeissa peptidaasiuutteet valmistettiin kuivista ja liotetuista siemenistä sekä 2 ja 
4 vuorokautta idätetyistä siemenistä. Jatkokokeissa siemenistä tehtiin rinnakkaiset 
uutesarjat, ja peptidaasiaktiivisuus määritettiin ottamalla molemmista uutesarjoista 
rinnakkaiset näytteet kokeisiin.  
 
Atsokaseiiniliuoksen valmistus. Atsokaseiiniliuoksen eli peptidaasien substraattiliuoksen 
valmistuksessa mukailtiin Megazymen työohjetta (Assay of endo-protease using azo-
casein) ja Loposen ym. (2004 ja 2007) tutkimuksia. Atsokaseiinijauho (1 g) sekoitettiin 
etanoliin (96 til-%, 2 ml), ja saatu massa liotettiin 200 mM:een natriumasetaattiin (48 ml), 
jonka pH oli joko 4,5 tai 5,5. Atsokaseiini oli vaikealiukoinen, joten liuosta sekoitettiin 
magneettisekoittajalla, jonka jälkeen liuos suodatettiin huokoisen suodatinpaperin läpi. 
Atsokaseiiniliuosten pH säädettiin suodatuksen jälkeen 4,3:een ja 5,5:een ja liuoksia 
säilytettiin 5 oC:ssa ennen käyttöä. 
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Entsyymireaktion suoritus. Esikokeissa peptidaasiaktiivisuus määritettiin sekä liotuspäivän 
että jokaisen idätyspäivän (6 d) näytteistä. Jatkossa peptidaasiaktiivisuus määritettiin 
kuivista ja liotetuista sekä 2 ja 4 vuorokautta idätetyistä siemenistä. Peptidaasiuutetta ja 
substraattiliuosta oli reaktiossa suhteessa 1:2, jolloin entsyymiuutetta pipetoitiin 165 µl ja 
atsokaseiiniliuosta 330 µl 2 ml:n eppendorf-putkiin. Nollanäytteet valmistettiin jokaiselle 
näytteelle erikseen pipetoimalla 1,5 ml 5 % trikloorietikkahappoa (TCA) 
atsokaseiiniliuokseen ja sekoittamalla liuokset hyvin keskenään ennen entsyymiuutteen 
lisäämistä. TCA saosti proteiinit, joten entsyymireaktion käynnistyminen estettiin 
nollanäytteissä. Kaikki näytteet, nollanäytteet mukaan lukien, laitettiin inkubaattoriin 
(Heidolph Instruments, Unimax 1010, Saksa) 40 oC:n lämpötilaan, ja eppendorf-putkia 
sekoitettiin koko ajan. Esikokeissa entsyymireaktio tapahtui sekä pH:ssa 4,3 että 5,5. 
Jatkokokeissa entsyymireaktio suoritettiin vain pH:ssa 5,5.  
 
Näytteitä inkuboitiin 1, 3 ja 5 h:n ajan 40 oC:ssa, jonka jälkeen reaktio pysäytettiin 5 % 
TCA:lla (1,5 ml). Näytteet jäähdytettiin huoneenlämpötilaan, jonka jälkeen niitä 
sentrifugoitiin 10 minuuttia kierrosnopeudella 14 000 rpm (10 000 g) (eppendorf 
centrifuge 5415C, Saksa). Supernatanttien absorbanssi mitattiin aallonpituudella 440 nm 
(UV-1800 spectrophotometer, Shimadzu, Saksa).  Esikokeissa peptidaasireaktiota 
määritettiin ensin pH:ssa 4,3, mutta mitatut absorbanssit olivat niin pieniä (välillä 0,16–
0,32), että reaktio päätettiin jatkossa suorittaa pH:ssa 5,5. Kun reaktio suoritettiin 
esikokeissa pH:ssa 5,5, mitatut absorbanssit vaihtelivat välillä 0,47–0,7 (kuva 12).   
 
 
Kuva 12. Peptidaasiaktiivisuudet esikokeissa, kun pH oli reaktiossa 4,3 (A) ja 5,5 (B). Absorbanssit on 
mitattu aallonpituudella 440 nm suhteessa nollanäytteisiin, ja ne kuvaavat peptidaasiaktiivisuuden suuruutta.  
 
 
Idätysaikaa arvioitiin esikokeissa ensisijaisesti peptidaasiaktiivisuuden ja toissijaisesti 
siementen itujen pituuden perusteella. Koska peptidaasiaktiivisuus ei tulosten perusteella 
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juuri suurentunut kahden vuorokauden idätysajan jälkeen (kuva 12), tutkimuksissa 
käytettiin jatkossa kuivien ja liotettujen siementen lisäksi 2 vuorokautta idätettyjä siemeniä. 
Toisaalta entsyymireaktio pH:ssa 4,3 (kuva 12A) antoi viitteitä siitä, että 
peptidaasiaktiivisuus mahdollisesti suurentuisi vielä idätyspäivään 4 asti, joten 
jatkotutkimuksiin valittiin myös 4 vuorokautta idätettyjä siemeniä.  Kun sinilupiinin 
siemeniä oli idätetty 2 vuorokautta, niiden itujen pituus oli keskimäärin sama kuin 
siemenen pituus. Toisaalta sinilupiinin idut eivät enää juurikaan kasvaneet neljän ja kuuden 
idätyspäivän välillä tässä tutkimuksessa. Nyrkkisääntönä ohran mallastuksessa on, että 
jyvä on riittävän itänyt, kun sen idun pituus on sama kuin siemenen pituus. Kuvassa 13 on 
esitetty liotettuja ja 2 ja 4 vuorokautta idätettyjä siemeniä. Kuvasta 13 havaitaan 
kuorittujen siemenien eli sirkkalehtien olevan väriltään kirkkaan keltaisia, kun kyseessä on 
liotetut tai 2 vuorokautta idätetyt siemenet. Kun siemeniä idätettiin yli 2 vuorokautta, 
niiden väri alkoi muuttua punertavaksi tässä tutkimuksessa selvittämättömästä syystä. 
Neljä vuorokautta idätetyt kuoritut siemenet olivat väriltään punaruskeita (kuva 13). 
Kuvasta 13 havaitaan myös siemenien itujen kasvu idätyksen aikana. Liotetut siemenet 
eivät vielä itäneet, mutta toisena idätyspäivänä idun keskimääräinen pituus oli hieman yli 
siemenen pituuden (1–1,5 cm) ja neljäntenä idätyspäivänä idun keskimääräinen 
pituusvaihtelu oli välillä 3–3,5 cm.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 13. Sinilupiinin siemeniä kuorineen ja kuorittuina idätyksen eri vaiheista: (A) liotetut siemenet, (B) 2 
vuorokautta idätetyt siemenet ja (C) 4 vuorokautta idätetyt siemenet.  
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3.1.5 Peptidaasien luokittelu 
 
Peptidaasien luokitteluun käytettiin luokkaspesifisiä inhibiittoreita. Tutkimuksessa 
luokiteltiin kuivissa ja liotetuissa sekä 2 ja 4 vuorokautta idätetyissä siemenissä olevat 
peptidaasit. Käytetyt inhibiittorit, niiden pitoisuudet varastoliuoksessa ja 
entsyymireaktiossa sekä määrät näytteissä on esitetty tarkemmin taulukossa 4.  
 
Taulukko 4. Käytetyt inhibiittorit, spesifisyys ja niiden pitoisuudet varastoliuoksessa ja entsyymireaktiossa 
sekä määrät näytteissä. 
Inhibiittori Inhibointikohde Varastoliuoksen 
pitoisuus 
Pitoisuus 
entsyymireaktiossa
Määrä näytteessä 
Pepstatiini A Aspartyyliproteinaasi 2 mM 20 µM 5 µl 
PMSF Seriiniproteinaasi 500 mM 10 mM 10 µl 
E-64 Kysteiiniproteinaasi 1 mM 10 µM 5 µl 
O-FEN Metalloproteinaasi 100 mM 1 mM 5 µl 
 
 
Inhibiittoria lisättiin peptidaasiuutteiden joukkoon ja inhibiittorien ja peptidaasien annettiin 
reagoida keskenään vähintään 5 minuuttia ennen atsokaseiiniliuoksen lisäystä. Reaktio 
tapahtui pH:ssa 5,5 ja lämpötilassa 40 oC. Reaktioajaksi valittiin 3 h. Entsyymireaktio 
suoritettiin muilta osin samoin kuin sivulla 45. Peptidaasien luokittelu tehtiin kahteen 
kertaan ottamalla molempien uutesarjojen näytteistä rinnakkaiset näytteet kokeeseen.   
 
3.1.6 Galaktanaasiaktiivisuuden määritys 
 
Sinilupiinin varastopolysakkaridia, ekso-(1?4)-β-galaktanaasia, pilkkovan entsyymin, 
ekso-(1?4)-β-galaktanaasin, aktiivisuus määritettiin esikokeissa liotuspäivän ja jokaisen 
kuuden idätyspäivän näytteistä. Substraattina ekso-(1?4)-β-galaktanaasille käytettiin 
perunasta eristettyä ja värjättyä atsogalaktaania (Megazyme). Galaktanaasiaktiivisuus 
määritettiin pitkälti Megazymen työohjeen mukaan (Assay of endo-1,4-β-galactanase using 
azo-galactan). Substraattijauhe (1 g) liotettiin kiehuvaan veteen (40 ml), jota sekoitettiin 
voimakkaasti. Liuoksen annettiin jäähtyä huoneenlämpötilaan, jonka jälkeen lisättiin 
2,5 ml 2 M natriumasetaattipuskuria (pH = 4). Happamuus säädettiin HCl:llä (2 M) pH:hon 
4,0 ja tilavuus säädettiin 50 ml:aan. Liuosta säilytettiin 5 oC:ssa ennen käyttöä. 
Entsyymiuutossa lupiinijauhoa ja vettä oli suhteessa 1:10 (1 g lupiinijauhoa ja 10 ml vettä) 
ja puskurina käytettiin 100 mM natriumasetaattiliuosta (pH = 4,0). Uutto suoritettiin 
ravistelijassa (HS 250, Kjanke&Kunkel, Ika-Labortechnik, Saksa) ja uuttoaika oli 
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30 minuuttia huoneenlämmössä. Uuton jälkeen näytteitä sentrifugoitiin 45 minuuttia 
kierrosnopeudella 4000 rpm (3220 g) (eppendorf, centrifuge 5810 R, Saksa) ja näyteputkia 
säilytettiin -20 oC:ssa ennen käyttöä. 
 
Entsyymireaktio tehtiin 2 ml:n eppendorf-putkissa. Entsyymiuutteen ja substraattiliuoksen 
suhde reaktiossa oli 1:1 eli entsyymiuutteen ja atsogalaktaaniliuoksen määrät olivat 280 µl. 
Reaktio tapahtui pH:ssa 4,0. Reaktiolämpötila oli 40 oC, ja reaktioajat olivat 1, 3 ja 18 h. 
Reaktion jälkeen galaktaani saostettiin 96 til-% etanolilla (1,4 ml). Näytteet sentrifugoitiin 
(10 min, 14 000 rpm/10 000 g). Absorbanssi mitattiin aallonpituudella 590 nm. 
Galaktanaasiaktiivisuutta ei löytynyt liotuspäivän eikä minkään idätyspäivän (1–6 vrk) 
näytteistä.  
 
 
3.1.7 Fermentointi, seoksen happamuus ja mikrobien viljely 
 
Fermentoinnin suoritus. Sekä kuivista siemenistä että 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä 
valmistettua ydinjauhoa ja vettä fermentoitiin joko molemmilla 
maitohappobakteerikannoilla yksinään tai yhdessä hiivan kanssa. Käytetty vesi oli 
puhdasta milli-Q-vettä (mQ). Kaikista näytteistä tehtiin 2 rinnakkaista fermentaatiota. 
Fermentoinneissa käytetyt bakteerikannat olivat Lactobacillus brevis (L62) ja 
Lactobacillus rhamnosus (LC705). Fermentointi tehtiin 50 ml:n Falcon-putkissa, joihin oli 
ensin punnittu lupiinijauho. Lupiinijauhon joukkoon lisättiin ensin vesi ja osissa näytteitä 
leivinhiiva ja lopuksi sekaan pipetoitiin bakteerisuspensio. Tarkemmat tiedot 
fermentointireseptistä on esitetty taulukossa 5. Fermentointi suoritettiin inkubaattorissa 
35 oC:n lämpötilassa ja fermentointiaika oli 24 h. Teknisten datasivujen mukaan Lb. 
brevisin fermentointiaika on 16–24 h 34 oC:n lämpötilassa ja Lb. rhamnosuksen 
fermentointiin optimilämpötila on 37 ± 1 oC, jolloin fermentointiaika on 22 ± 4 h.  
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Taulukko 5. Fermentointiresepti ja mikrobipitoisuudet ennen fermentointia. 
Ainesosa Massa Pitoisuudet alussa 
lupiinijauho 5 g - 
vesi (mQ) 20 ml - 
leivinhiiva 40 mga 107 pmy/g 
Lb. brevis 2 mgb 4*107 pmy/g 
Lb. rhamnosus 2 mgb 4*107 pmy/g 
aLeivinhiiva punnittiin suoraan näyteputken korkkiin sisäpuolelle ja hiiva sekoitettiin veden kanssa jauhon 
joukkoon. 
bBakteerijauheista valmistettiin 1 %:n suspensio (10 ml), jota pipetoitiin näytteisiin 100 µl. 
 
 
Happoluku ja pH. Happamuus mitattiin pH-mittarilla ennen fermentointia ja sen jälkeen 
(Radiometer, PHM92, Tanska) ja happoluvun määrittämiseen käytettiin titraattoria 
(Methrom 665 (LRN 4412), Dosimat, Sveitsi), sekoittajaa (Methrohm 649 [LRN 3409], 
Dosimat, Sveitsi) ja pH-mittaria. Fermentoitua massaa punnittiin 2,5 g, joka sekoitettiin 
1,25 ml:aan asetonia ja 24 ml:aan mQ-vettä. Näytettä sekoitettiin minuutti 
sauvasekoittimella, jonka jälkeen näytteen annettiin seistä 15–30 minuuttia. Näytettä 
titrattiin NaOH:lla (0,1 N), kunnes seoksen pH oli 8,5. Tämän jälkeen näytteen annettiin 
seistä 5 minuuttia, ja näyte titrattiin uudelleen pH-arvoon 8,5. Seisotus ja titraus toistettiin, 
kunnes näytteen pH-arvo pysyi samana (8,5 ± 0,1) yhden minuutin ajan. Happoluku 
määritettiin NaOH:n (0,1 N) kulutuksena. Fermentoiduista näytteistä tehtiin aina 2 
rinnakkaista happoluvun määritystä. Happoluvun arvo ennen fermentointia määritettiin 
lupiinijauhon ja veden seoksesta.  
 
Mikrobipitoisuudet. Bakteerien ja hiivan pitoisuudet (pmy/g) määritettiin fermentoinnin 
jälkeen. Bakteerien pitoisuudet määritettiin myös niistä fermentoiduista massoista, joita 
fermentoitiin sekä bakteereilla että hiivalla. Fermentoitua massaa punnittiin 1 g 
dekantterilasiin, johon lisättiin 9 ml laimennosliuosta (0,9 % NaCl). Saatiin laimennos 10-1. 
Tämän jälkeen laimennossarjat (10-2–10-8) valmistettiin aseptisesti laminaarikaapissa. 
Näytteistä tehtiin yksi laimennossarja, josta valmistettiin rinnakkaiset viljelmät 
pipetoimalla 100 µl liuosta agarille ja levittämällä liuos lasikolmiolla. Bakteereiden 
määritystä varten maljoille pipetoitiin laimennokset 10-6–10-8 ja hiivojen määritystä varten 
laimennokset 10-4–10-6.  
 
Bakteerit viljeltiin MRS-agarilla (de Man, Rogosa and Sharpe) ja niitä inkuboitiin 
anaerobisesti 3 vuorokauden ajan 37 oC:n lämpötilassa. Hiivoja kasvatetiin YDP-agarilla 
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(yeast extract peptone dextrose) ja niitä inkuboitiin aerobisesti 3 vuorokauden ajan 30 oC:n 
lämpötilassa. MRS-agarin valmistuksessa käytettiin valmista MRS-agar jauhetta ja YDP-
agar koostettiin sekoittamalla keskenään hiivauutetta (10 g), agaria (20 g), peptonia (20 g) 
ja vettä (950 ml) sekä autoklavoinnin jälkeen dekstroosia (20 g). Mikrobipesäkkeiden 
lukumäärän perusteella laskettiin näytteiden mikrobipitoisuus fermentoinnin jälkeen. 
 
3.1.8 Proteiineissa tapahtuvien muutoksien seuraaminen SDS-PAGE:lla 
 
Proteiineissa tapahtuvia muutoksia seurattiin SDS-PAGE:lla kuivista ja liotetuista sekä 2 ja 
4 vuorokautta idätetyistä siemenistä ja fermentointien jälkeen. Fermentoinneissa käytettiin 
kuivia ja 2 vuorokautta idätettyä siemeniä, joista oli valmistettu ydinjauhoa. SDS-PAGE:a 
varten fermentoidut massat ensin pakastettiin –80 oC:n lämpötilaan, jonka jälkeen ne 
pakkaskuivattiin ja murskattiin huhmareella. Näytemateriaaleista tehtiin 2 rinnakkaista 
näytesarjaa.  
 
Rasvan poisto. Ennen proteiiniuuttoja näytemateriaaleista uutettiin lipidit n-heksaanilla. 
Uuttosuhde oli 1:30, kuten Blagroven ja Gillespien (1978) sinilupiinitutkimuksessa. Tässä 
työssä rasvan uutto suoritettiin ravistelijassa huoneenlämmössä (22 oC) ja uuttoaika oli 2 h. 
Rasvojen uuton jälkeen näyteputkien annettiin seistä 10 minuuttia, jonka jälkeen liuos 
kaadettiin varovasti pois. Heksaanijäämien annettiin haihtua yön aikana ja proteiiniuutot 
tehtiin seuraavana päivänä.  
 
Proteiiniuutot. Vaiheittainen proteiiniuutto suoritettiin vesiliukoisille albumiineille, 
suolaliukoisille globuliineille ja muille proteiineille. Albumiinien uutoissa mukailtiin 
Blagroven ja Gillespien (1978) ja Freitaksen ym. (2007) lupiinien tutkimisessa käyttämiä 
uuttosuhteita. Albumiinit uutettiin suhteella 1:30 ja uuttoaika oli 1 h huoneenlämmössä. 
Uuttoliuoksena käytettiin 100 mM Tris-HCl -puskuria, jonka pH oli 8,0. Blagrove ja 
Gillespie (1978) uuttivat myös globuliinit uuttosuhteella 1:30 ja Freitas ym. (2007) 
uuttosuhteella 1:34. Tässä työssä globuliinit näkyivät SDS-PAGE -geelillä heikosti, kun 
uuttosuhde oli 1:30, joten päädyttiin uuttamaan globuliinit uuttosuhteella 1:15. Uuttoaika 
oli 1 h huoneenlämmössä. Uuttoliuoksena käytettiin 100 mM Tris-HCl -puskuria (pH 8,0), 
jonka NaCl-pitoisuus oli 10 %. Globuliinit on uutettu rasvattomasta sinilupiinijauhosta 
10 % natriumkloridiliuoksella (Joubert 1955; Blagrove ja Gillespie 1975). Muut proteiinit 
eli proteiinijäännös uutettiin globuliinien jälkeen uuttosuhteella 1:15 ja uuttoaika oli 
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30 minuuttia 50 oC:n lämpötilassa. Uuttoliuoksena käytettiin SDS-PAGE -näyteliuosta 
(2x), jonka DTT-pitoisuus oli 1 %.  
 
Albumiini- ja globuliinifraktiot sekä proteiinijäännös saatiin erilleen sentrifugoimalla 
näytteitä 15 minuutin ajan kierrosnopeudella 15 000 rpm (26900 g). Albumiiniuuton ja 
globuliiniuuton jälkeen näytemateriaaleja pestiin edeltävällä uuttoliuoksella ennen 
seuraavaa uuttovaihetta. Pesu suoritettiin lisäämällä sakan joukkoon noin 10 ml 
uuttoliuosta ja sekoittamalla putkia 15 sekunnin ajan (Vortex Genie 2, Scientific 
Industries). Pesun jälkeen putkia sentrifugoitiin 15 minuuttia kierrosnopeudella 15 000 rpm 
(26900 g) ja pesuliuokset kaadettiin pois. Albumiini- ja globuliinifraktiot sekä 
proteiinijäännös varastoitiin eppendorf-putkissa  –20 oC:n lämpötilassa.  
 
Näytteen valmistus. Albumiini- ja globuliininäytteet ajettiin elektroforeesigeelissä 
pelkistettyinä, ja pelkistimenä käytettiin 2-prosenttista DTT:tä. Albumiini- ja 
globuliininäytteiden valmistus tapahtui pipetoimalla 1,5 ml:n eppendorf-putkeen 50 µl 
näyteliuosta. Putkiin lisättiin 50 µl SDS-PAGE -näyteliuosta (2x), johon oli lisätty DTT:tä. 
Näytteitä lämmitettiin 3 minuutin ajan 100 oC:ssa. Proteiinijäännös pelkistettiin jo uuton 
aikana, joten jäännös vain kuumennettiin (3 min, 100 oC). Albumiini-, globuliini- ja 
proteiinijäännösnäytteiden annettiin jäähtyä huoneenlämpötilaan, jonka jälkeen niitä 
sentrifugoitiin (eppendorf centrifuge 5415C, Saksa) 6 minuuttia kierrosnopeudella 
14 000 rpm (10 000 g).  
 
SDS-PAGE-ajon suoritus. SDS-PAGE geeliin pipetoitiin albumiiniliuoksia 5 µl, 
globuliiniliuoksia 15 µl ja muita proteiineja 5 µl. Standardinäytettä pipetoitiin geelille 4 µl. 
Ajopuskurina käytettiin MES -puskuria, jännite oli 200 V ja ajoaika noin 30 minuuttia. 
Proteiinit kiinnitettiin geeliin 12-prosenttisella TCA-liuoksella ja värjättiin Coomassien 
sinisellä (0,5 %).  
 
3.1.9 Liukoisen proteiinin määritys 
 
Uuttosuhteen määritys ja näytteiden valinta. Liukoinen proteiini uutettiin vedellä sekä 
liotetuista että 1–5 vuorokautta idätetyistä ja kuorituista siemenistä, joita oli 
pakastettu -80 oC:n lämpötilassa ennen käyttöä. Uuttosuhteeksi valittiin ensin 1:9, eli 
kuorittujen siementen määrä oli 2 g ja veden 18 ml. Kuoritut siemenet ja vesi soseutettiin 
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homogeeniseksi liuokseksi sekoittamalla niitä Ultra Turraxilla 3 minuutin ajan 
kierrosnopeudella 8000 rpm. Tämän jälkeen näytteitä uutettiin 1,5 h 50 oC:een 
lämpötilassa, jonka jälkeen huoneenlämpötilaan jäähtyneitä näytteitä sentrifugoitiin ja 
supernatanttia pipetoitiin dumas-putkiin aina 2 rinnakkaista. Veden annettiin haihtua yön 
aikana lämpökaapissa 60 oC:ssa. Liukoisen proteiinin määrä näytteissä määritettiin Dumas-
menetelmällä alkuaineanalysaattorissa (Vario Max CN, Elementar, Saksa). Vario Max CN 
-analysaattori määrittää näytteen typpipitoisuuden (%), josta proteiinipitoisuus saadaan 
laskettua käyttäen kerrointa 6,25. Kuvassa 14 on esitetty liuoksen proteiinipitoisuus (%), 
kun uuttosuhde oli 1:9. Tulosten perusteella (kuva 14) havaittiin, että liukoisen proteiinin 
määrät uutetuissa näytteissä olivat hyvin pieniä, joten uuttosuhdetta päätettiin pienentää 
1:5:een. Liuoksen proteiinipitoisuus (%) ei juuri lisääntynyt kahden vuorokauden 
idätysajan jälkeen (kuva 14), joten varsinaisiin tutkimuksiin valittiin sekä liotettuja että 
2 vuorokautta idätettyjä siemeniä. 
 
  
Kuva 14. Liukoisen proteiinin määrä (%) liuoksessa, kun proteiinit uutettiin vedellä uuttosuhteella 1:9, 
uuttolämpötila oli 50 oC ja uuttoaika 1,5 h.  
 
 
Liukoisen proteiinin määritys eri lämpötiloissa ja pH-arvoissa. Liukoinen proteiini 
määritettiin sekä liotetuista että 2 vuorokautta idätetyistä sirkkalehdistä, joita oli 
pakastettu -80 oC:n lämpötilassa ennen käyttöä. Liukoisen proteiinin määrä vedessä 
määritettiin uuttosuhteella 1:5 kolmessa eri uuttolämpötilassa (22, 50 ja 80 oC). 
Näyteliuosten pH vaihteli välillä 6–9. Sirkkalehdet ja vesi soseutettiin homogeeniseksi 
liuokseksi sekoittamalla niitä Ultra Turraxilla 3 minuutin ajan kierrosnopeudella 8000 rpm. 
Liuosten pH-arvoa säädettiin sekoituksen jälkeen emäksisemmäksi 4 M:lla ja 2 M:lla 
NaOH:lla.  
 
Tarkoituksena oli uuttaa liukoinen proteiini 3:ssa eri pH-arvossa: 6, 7,5 ja 9, mutta uuton 
aikana pH-arvot 7,5 ja 9 hieman pienenivät, sillä NaOH ei ole puskuri. Lisäksi 
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sirkkalehdistä ja vedestä sekoitetun liuoksen normaali pH-arvo vaihteli välillä 6,15–6,70. 
Liuosten pH-arvot mitattiin sekä ennen että jälkeen uuton. 
 
Uuttoaika kaikissa eri lämpötiloissa oli 1 h. Uutot 22 oC:ssa ja 50 oC:ssa suoritettiin 
ravistelijassa (HS 250, Kjanke&Kunkel, Ika-Labortechnik, Saksa) ja uutto 80 oC:ssa 
kuivahauteessa ravistellen näyteputkia 10 sekuntia 5 minuutin välein. Uutoista tehtiin 
2 toistomääritystä, kun uuttolämpötilat olivat 22 ja 50 oC, ja 3 toistomääritystä 
uuttolämpötilan ollessa 80 oC. Uuton jälkeen näyteputkia sentrifugoitiin 30 minuuttia 
kierrosnopeudella 12 000 rpm (18 514 g), jonka jälkeen näytettä pipetoitiin 2 ml:n 
eppendorf-putkiin ja sentrifugointia jatkettiin 10 minuuttia kierrosnopeudella 14 000 rpm 
(10 000 g). Liukoisen proteiinin määrä näytteissä määritettiin Dumas-menetelmällä, kuten 
edellä. Dumas-menetelmällä määritettiin myös kuivista sinilupiininsiemenistä valmistetun 
ydinjauheen proteiinipitoisuus, joka määritettiin kahdesta jauhonäytteestä. Tilastolliset 
analyysit liukoisuusmääritysten tuloksille tehtiin SPSS-ohjelmalla.  
 
3.2 Tulokset 
 
3.2.1 Kokonaispeptidaasiaktiivisuus 
 
Siementen kokonaispeptidaasiaktiivisuus määritettiin pH:ssa 5,5 käyttämällä substraattina 
atsokaseiinia. Atsokaseiinista entsyymireaktiossa vapautuvan atsovärin intensiteettiä 
mitattiin spektrofotometrisesti, ja täten absorbanssin suuruus kertoi peptidaasiaktiivisuuden 
voimakkuuden. Kuvassa 15 on absorbansseina esitettynä kokonaispeptidaasiaktiivisuudet 
kuivista ja liotetuista sekä 2 ja 4 vuorokautta idätetyistä siemenistä. Tulosten perusteella 
(kuva 15) absorbanssit muuttuivat suhteessa samalla tavalla inkubointiaikojen ollessa 3 ja 
5 h. Kokonaispeptidaasiaktiivisuus kasvoi toiseen idätyspäivään asti, jonka jälkeen 
aktiivisuus pysyi samalla tasolla neljänteen idätyspäivään asti (kuva 15). 
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Kuva 15. Peptidaasiaktiivisuudet kuivissa ja liotetuissa sinilupiinin siemenissä sekä 2 ja 4 vuorokautta 
idätetyissä siemenissä. Proteaasien substraattina oli atsokaseiini, ja reaktio suoritettiin pH:ssa 5,5. 
Absorbanssit on mitattu aallonpituudella 440 nm suhteessa nollanäytteisiin, ja ne kuvaavat 
peptidaasiaktiivisuuden suuruutta.  
 
 
3.2.2 Peptidaasien luokittelu 
 
Peptidaasit luokiteltiin inhibiittoritestein ja absorbanssit mitattiin 3 h:n entsyymireaktion 
jälkeen. Peptidaasien luokittelu ja peptidaasien suhteellinen aktiivisuus inhibiittoritesteissä 
on esitetty taulukossa 6. Tulosten perusteella sekä kuivista ja liotetuista että 2 ja 
4 vuorokautta idätetyistä siemenistä löytyivät aspartyyli- ja seriinipeptidaasit. Aspartyyli- 
ja seriinipeptidaasiaktiivisuus pysyivät melko samalla tasolla kuivissa ja liotetuissa sekä 
2 vuorokautta idätetyissä siemenissä, ja aktiivisuudet hieman suurentuivat 4 idätyspäivänä 
(taulukko 6).  
 
Taulukko 6. Peptidaasi-inhibiittorit, niiden spesifisyys, konsentraatio reaktiossa ja suhteellinen 
peptidaasiaktiivisuus 
      Suhteellinen peptidaasiaktiivisuus (%)a 
Inhibiittori Spesifisyys 
Konsentraatio 
reaktiossa 
Kuiva 
siemen 
Liotettu 
siemen 
2 vrk idätetty 
siemen 
4 vrk idätetty 
siemen 
Ei inhibiittoria 100 100 100 100 
Pepstatin A aspartyyli 20 µM 77±1 75±1 81±2 66±0 
PMSF seriini 10 mM 76±1 78±2 83±1 70±0 
E-64 kysteiini 10 µM 97±1 98±1 101±2 93±0 
O-FEN metallo 1 mM 103±2 99±0 102±3 96±4 
aSuhteellinen peptidaasiaktiivisuus on laskettu jakamalla inhibiittorilisäyksen aikaan saama absorbanssi 
ilman inhibiittoria suoritetun reaktion absorbanssilla ja kertomalla luku 100:lla. 
 
 
3.2.3 Elektroforeesi SDS-PAGE:lla 
 
Vesiliukoiset albumiinit. Vesiliukoisten albumiinien elektroforeesiprofiilit on esitetty 
kuvassa 16. Kuvassa 16 olevat ympyrät havainnollistavat albumiiniprofiileissa tapahtuvia 
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muutoksia idätyksen ja fermentoinnin aikana. Albumiiniprofiilit eivät muuttuneet 
idätyksen (4 vrk) aikana. Suurimpia albumiinimolekyylejä oli elektroforeesigeelillä 
vähemmän silloin, kun näytteitä oli fermentoitu verrattuna idätettyihin näytteisiin 
(kuva 16). Erityisesti noin 100 ja 75 kDa:n peptideitä ei juuri enää ollut 
elektroforeesigeelillä silloin, kun näytteitä oli fermentoitu, eikä myöskään 60 kDa:n 
peptideitä silloin, kun fermentoinneissa oli käytetty 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä 
valmistettua jauhoa. Tulosten perusteella monia yli 50 kDa:n peptideitä oli vähemmän 
elektroforeesigeelillä silloin, kun fermentoinneissa oli käytetty 2 vuorokautta idätettyjä 
siemeniä verrattuna idättämättömiin siemeniin (kuva 16). Kuvasta 16 voidaan havaita 
myös, että 17 kDa:n peptideitä ei juuri enää ollut elektroforeesigeelillä silloin, kun 
näytteinä oli fermentoituja seoksia.  Kun sekä kuivista että 2 vuorokautta idätetyistä 
siemenistä valmistettua jauhoa ja vettä fermentoitiin Lb. rhamnosuksella, 17 kDa:n 
polypeptideitä ei juuri enää ollut elektroforeesigeelillä. Kun lupiinijauho-vesi-seosta 
fermentoitiin Lb. brevisillä yksinään, ilman leivinhiivaa, 17 kDa:n peptideitä ei juuri enää 
ollut elektroforeesigeelillä. Kuvasta 16 voidaan havaita myös, että 20 kDa:n peptidiä 
muodostui elektroforeesigeelille lisää fermentointien aikana silloin, kun fermentoinneissa 
käytettiin lupiinijauhoa, jota valmistettiin 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä.  
 
 
 
Kuva 16. Vesiliukoisten albumiinien profiilit SDS-PAGE:ssa. Kuivat siemenet (1), liotetut siemenet (2), 2 
vuorokautta idätetyt siemenet (3), 4 vuorokautta idätetyt siemenet (4). Fermentoidut näytteet 
idättämättömistä siemenistä (5–8), joista fermentoitu Lb. brevisillä (5), Lb. brevisillä ja hiivalla (6), Lb. 
rhamnosuksella (7) ja Lb. rhamnosuksella ja hiivalla (8). Fermentoidut näytteet 2 vuorokautta idätetyistä 
siemenistä (9–12), joista fermentoitu Lb. brevisillä (9), Lb. brevisillä ja hiivalla (10), Lb. rhamnosuksella 
(11) ja Lb. rhamnosuksella ja hiivalla (12). Ympyrät havainnollistavat idätyksen ja fermentointien aikana 
albumiiniprofiilissa tapahtuvia muutoksia.  
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Suoliuokseen uuttuvat globuliinit. Suolaliukoisten globuliinien elektroforeesiprofiilit on 
esitetty kuvassa 17. Kuvassa 17 olevat ympyrät havainnollistavat globuliiniprofiileissa 
tapahtuvia muutoksia idätyksen ja fermentoinnin aikana. Kuvasta 17 havaitaan, että 
kuivien, liotettujen ja 2 vuorokautta idätettyjen siementen globuliiniprofiilit ovat 
samanlaiset, mutta idätyksen jatkuttua 4 vuorokautta monet suurimolekyylipainoiset 
proteiinit vähenivät elektroforeesigeeliltä. Neljännen idätyspäivän siemennäytteiden 
globuliiniprofiileista väheni 100, 50 ja 45 kDa:n polypeptideitä sekä kolme peptidiä, joiden 
molekyylimassa oli välillä 60–80 kDa. Globuliiniprofiileissa ei tapahtunut yhtä merkittäviä 
muutoksia fermentointien aikana kuin albumiiniprofiileissa. Kuvasta 17 voidaan havaita 
ympyrän avulla, että yli 50 kDa:n peptideitä oli hieman vähemmän fermentoitujen 
näytteiden globuliiniprofiileissa silloin, kun jauho oli valmistettu idätetyistä lupiinin 
siemenistä verrattuna kuivista siemenistä valmistettuun jauhoon. Kuvasta 17 havaitaan 
myös, että 17 kDa:n peptideitä oli kuivien, liotettujen ja idätettyjen siementen 
globuliiniprofiileissa, mutta ei lainkaan fermentoitujen näytteiden profiileissa. Tulosten 
perusteella 20 kDa:n peptidiä muodostui elektroforeesigeelille lisää silloin, kun näytteinä 
oli fermentoituja seoksia, joissa oli käytetty idätetyistä siemenistä valmistettua jauhoa 
(kuva 17).  
 
 
 
Kuva 17. Suolaliuokoisten globuliinien profiilit SDS-PAGE:ssa. Kuivat siemenet (1), liotetut siemenet (2), 2 
vuorokautta idätetyt siemenet (3), 4 vuorokautta idätetyt siemenet (4). Fermentoidut näytteet 
idättämättömistä siemenistä (5–8), joista fermentoitu Lb. brevisillä (5), Lb. brevisillä ja hiivalla (6), Lb. 
rhamnosuksella (7) ja Lb. rhamnosuksella ja hiivalla (8). Fermentoidut näytteet 2 vuorokautta idätetyistä 
siemenistä (9–12), joista fermentoitu Lb. brevisillä (9), Lb. brevisillä ja hiivalla (10), Lb. rhamnosuksella 
(11) ja Lb. rhamnosuksella ja hiivalla (12). Ympyrät havainnollistavat idätyksen ja fermentointien aikana 
globuliiniprofiileissa tapahtuvia muutoksia.  
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Veteen ja suolaliuoksiin uuttumattomat muut proteiinit. Veteen ja suolaliuoksiin 
uuttumattomien muiden proteiinien elektroforeesiprofiilit on esitetty kuvassa 18. Kuvassa 
18 oleva ympyrä havainnollistaa, että noin 100 kDa:n polypeptideitä oli kuivien, liotettujen 
ja idätettyjen siementen proteiiniprofiilissa, mutta ei enää fermentoitujen näytteiden 
profiileissa. Huomioitavaa on, että 100 kDa:n polypeptideitä ei juuri ollut 
elektroforeesigeelillä, kun määritettiin kuivien, liotettujen ja idätettyjen siementen 
globuliiniprofiileita (kuva 17), mutta 100 kDa:n peptidit näkyivät voimakkaana raitana 
elektroforeesigeelillä globuliinien jälkeen uutetuiden muiden proteiinien profiileissa (kuva 
18). Kuvasta 18 havaitaan myös, että muihin proteiineihin jäi lisäksi erityisesti 
molekyylipainoltaan noin 55, 39, 32, 20 ja 17 kDa:n polypeptidejä. Erityisesti pienempiä, 
alle 40 kDa:n, peptideitä, oli jäänyt fermentoitujen näytteiden proteiinifraktioon paljon 
enemmän kuin kuivien, liotettujen ja idätettyjen siemennäytteiden (kuva 18). Kuivien ja 
liotettujen sekä 2 ja 4 vuorokautta idätettyjen siementen muut proteiinit (profiilit 1–4) eivät 
tulosten perusteella sisältäneet lainkaan alle 15 kDa:n polypeptideitä (kuva 18). 
 
 
 
Kuva 18. Veteen ja suolaliuoksiin uuttumattomien muiden proteiinien profiilit SDS-PAGE:ssa. Kuivat 
siemenet (1), liotetut siemenet (2), 2 vuorokautta idätetyt siemenet (3), 4 vuorokautta idätetyt siemenet (4). 
Fermentoidut näytteet idättämättömistä siemenistä (5–8), joista fermentoitu Lb. brevisillä (5), Lb. brevisillä 
ja hiivalla (6), Lb. rhamnosuksella (7) ja Lb. rhamnosuksella ja hiivalla (8). Fermentoidut näytteet 2 
vuorokautta idätetyistä siemenistä (9–12), joista fermentoitu Lb. brevisillä (9), Lb. brevisillä ja hiivalla (10), 
Lb. rhamnosuksella (11) ja Lb. rhamnosuksella ja hiivalla (12). Ympyrä havainnollistaa 100 kDa:n 
polypeptidien läsnäoloa kuivien ja liotettujen sekä 2 ja 4 vuorokautta idätettyjen siementen 
proteiiniprofiilissa. 
 
 
3.2.4 Fermentoitujen seosten happamuus, happoluku ja mikrobipitoisuus 
 
pH-arvot. Kaikkien fermentoitavien suspensioiden pH-arvo ennen fermentointia oli 5,9. 
Taulukossa 7 on esitetty pH-arvot fermentointien (24 h) jälkeen. Happamuus lisääntyi 
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eniten, kun lupiinijauhoa ja vettä fermentoitiin Lb. rhamnosuksella (taulukko 7). Kun 
hiivaa lisättiin suspension joukkoon, suspension pH ei pienentynyt yhtä paljon kuin 
fermentoitaessa lupiinijauhoa ja vettä yksinään maitohappobakteereilla.  Heikoiten pH-
arvo pieneni, kun fermentoinnissa käytettiin sekä Lb. brevisiä että hiivaa. 
 
 
Taulukko 7. pH-arvot fermentointien jälkeen 
 Lupiinijauho 
idättämättömistä 
siemenistä 
Lupiinijauho 
2 vrk idätetyistä 
siemenistä 
Lb. brevis 4,4 ± 0,1 4,4 ± 0,1 
Lb. brevis ja hiiva 4,6 ± 0,2 4,6 ± 0,1 
Lb. rhamnosus 3,8 ± 0,03 3,8 ± 0,03 
Lb. rhamnosus  ja hiiva 4,2 ± 0,1 4,1 ± 0,1 
 
 
 
Happoluvut. Ennen fermentointia lupiinijauhon ja veden suspension happoluku oli 
4,4 (ml/10 g näytettä), kun jauho oli valmistettu idättämättömistä siemenistä. Kun 
lupiinijauhe oli valmistettu 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä, jauhovesisuspension 
happoluku ennen fermentointia oli 4,6.  Taulukossa 8 on esitetty happoluvut 
fermentointien jälkeen. Taulukosta 8 havaitaan, että happoluvut ovat kauttaaltaan 
suurempia fermentoitaessa Lb. rhamnosuksella verrattuna fermentointiin Lb. brevisillä. 
Kun verrataan taulukon 5 happolukuja idätettyjen ja idättämättömien siemennäytteiden 
välillä, havaitaan, että happoluvut hieman suurentuivat, kun fermentoinneissa käytettiin 
2 vuorokautta idätettyjä siemeniä verrattuna idättämättömiin siemeniin. Suurimmat 
happoluvut saatiin, kun fermentoinnissa käytettiin vain Lb. rhamnosusta. Hiivan lisäys 
suspension joukkoon pienensi happolukuja jonkin verran, lukuun ottamatta 
idättämättömistä siemenistä valmistetun jauhon ja veden fermentointia Lb. brevisillä 
yksinään ja yhdessä hiivan kanssa (taulukko 8), jolloin happoluku oli sama (14).   
 
 
Taulukko 8. Happoluvut fermentointien jälkeen 
 
Lupiinijauho 
idättämättömistä 
siemenistä 
Lupiinijauho 
2 vrk idätetyistä 
siemenistä 
Lb. brevis 14 ± 1 17 ± 1 
Lb. brevis ja hiiva 14 ± 2 15± 1 
Lb. rhamnosus 21 ± 1 24 ± 0 
Lb. rhamnosus  ja hiiva 18 ± 1 21 ± 0 
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Mikrobipitoisuudet. Bakteeripitoisuus kaikissa näytteissä fermentoinnin jälkeen oli noin 
109 pmy/g, joten bakteerit olivat fermentoinnin aikana lisääntyneet 100-kertaisesti 
laskennalliseen lähtöpitoisuuteensa verrattuna (107 pmy/g). Tulosten perusteella 
Lb. brevisin tarkat pitoisuudet fermentointien jälkeen olivat kauttaaltaan hieman suurempia 
kuin Lb. rhamnosuksen (taulukko 9).  
 
Taulukko 9. Bakteeripitoisuudet (Lb. brevis ja Lb. rhamnosus) rinnakkaisten fermentointien jälkeen. 
Fermentoinneissa käytettiin sekä idättämättömistä että 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä valmistettua 
lupiinijauhoa ja vettä. 
 Lupiinijauho idättämättömistä 
siemenistä  
Lupiinijauho 2 vrk idätetyistä 
siemenistä  
 I II I II 
 
Mikrobit 
 
Bakteeripitoisuudet (pmy/g) 
Lb. brevis 3,5 * 109 3,4 * 109 3,3 * 109 3,3 * 109 
Lb. brevis ja hiiva 3,2 * 109 3,6 * 109 2,9 * 109 2,9 * 109 
Lb. rhamnosus 1,9 * 109 2,0 * 109 1,9 * 109 2,1 * 109 
Lb. rhamnosus ja hiiva 1,9 * 109 2,1 * 109 1,6 * 109 1,9 * 109 
 
 
Hiivapitoisuudet rinnakkaisten fermentointien jälkeen on esitetty taulukossa 10. Tulosten 
perusteella hiiva lisääntyi fermentoinnin aikana enemmän silloin, kun fermentoinneissa 
käytettiin idättämättömistä siemenistä tehtyä jauhoa verrattuna idätetyistä siemenistä 
valmistettuun jauhoon. Hiivapitoisuuksissa on myös eroja rinnakkaisten fermentointien 
välillä (taulukko10). 
 
Taulukko 10. Leivinhiivan pitoisuus rinnakkaisten fermentointien jälkeen. Fermentoinneissa käytettiin sekä 
idättämättömistä että 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä valmistettua lupiinijauhoa ja vettä. 
 Lupiinijauho idättämättömistä siemenistä 
Lupiinijauho 2 vrk idätetyistä 
siemenistä 
 I II I II 
Mikrobit Leivinhiivan pitoisuus (pmy/g) 
Lb. brevis ja hiiva 2,3 * 107 1,6 * 107 7,6 * 106 5,7 * 106 
Lb. rhamnosus ja hiiva 2,3 * 107 1,2 * 107 9,1 * 106 6,8 * 106 
 
3.2.5 Uutteen proteiinipitoisuus ja vesiliukoisen proteiinin osuus 
 
Liukoista proteiinia uutettiin sirkkalehdistä uuttosuhteella 1:5 eli yhtä grammaa kuorittuja 
siemeniä kohden lisättiin 5 ml vettä. Tilastollisten testien perusteella uutteen 
proteiinipitoisuus ja vesiliukoisen proteiinin osuus oli riippuvaista niin uuttoliuoksen 
emäksisyydestä kuin lämpötilastakin. Liotettujen ja 2 vuorokautta idätettyjen siementen 
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proteiinien liukoisuudessa veteen oli tilastollisesti merkitsevästi eroa kaikkien pH-arvojen 
välillä (6, 7,5 ja 9). Lämpötilalla todettiin olevan enemmän vaikutusta idätettyjen 
siementen uuttuvuuteen kuin liotettujen. Liotettujen siementen proteiinien liukoisuudessa 
veteen oli tilastollisesti merkitsevästi eroa, kun lämpötilat olivat 25 ja 50 oC, mutta 
idätettyjen siementen liukoisuus veteen erosi kaikkien lämpötilojen (25, 50 ja 80 oC) välillä.   
 
Uutteen emäksisyydellä ja uuttolämpötilalla todettiin olevan myös yhdysvaikutuksia 
proteiinien uuttuvuuteen. Lämpötilalla ja pH:lla oli tilastollisten testien perusteella 
enemmän yhdysvaikutuksia silloin, kun proteiineja uutettiin liotetuista siemenistä 
verrattuna idätettyjen siemenien uuttoon. Idätettyjen siementen osalta lämpötilalla ja pH:lla 
oli yhdysvaikutuksia vain pH:n muuttuessa 6:sta 7,5:een, kun lämpötila samalla muuttui 
25 oC:stä 50 oC:een. Lämpötilalla ja pH:lla todettiin yhdysvaikutuksia liotettujen siementen 
proteiinien uuttuvuuteen kaikissa pH-arvoissa lämpötilan muuttuessa 25:stä 50:een 
celsiusasteeseen.  
 
Kuvassa 19 on esitetty uutteen proteiinipitoisuus, kun liotettuja ja 2 vuorokautta idätettyjä 
sirkkalehtiä on uutettu 1 h eri lämpötiloissa (25, 50 ja 80 oC) ja eri happamuuksissa (pH~6; 
7,5 ja 9). Uutteen proteiinipitoisuus vaihteli välillä 1,0–2,4 %. Liuoksen emäksisyyden 
suureneminen paransi proteiinien liukoisuutta veteen kaikissa uuttolämpötiloissa (25, 50 ja 
80 oC) (kuva 19), mutta selkeää eroa liuoksen proteiinipitoisuudessa ei voinut todeta 
neutraalin vesiliuoksen (pH~7,5) ja emäksisen vesiliuoksen (pH~9) välillä, lukuun 
ottamatta 2 vuorokautta idätettyjen sirkkalehtien uuttoa 80 oC:n lämpötilassa (kuva 19B).  
 
Pienin proteiinien uuttuvuus liotetuista ja 2 vuorokautta idätetyistä sirkkalehdistä oli 
pH:ssa noin 6 (kuva 19). Kuvasta 19 havaitaan, että uuttoliuoksen pH:n ollessa noin 7,5, 
proteiinien liukoisuus veteen liotetuista sirkkalehdistä oli suhteellisen samankaltaista 
jokaisessa uuttolämpötilassa (25, 50 ja 80 oC). Proteiinien liukoisuus veteen liotetuista ja 
2 vuorokautta idätetyistä sirkkalehdistä heikkeni uuttolämpötilan lisääntyessä, kun uutto 
suoritettiin liuoksen normaalissa pH-arvossa (kuva 19). Kuvasta 19 havaitaan, että 
idätettyjen siementen proteiinien liukoisuus veteen oli lähes yhtä suurta kaikissa 
lämpötiloissa, kun uuttoliuoksen pH oli noin 9. 
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Kuva 19. Uutteiden proteiinipitoisuudet (%), kun liotettuja siemeniä (A) ja 2 vuorokautta idätettyjä siemeniä 
(B) on uutettu 1 h eri lämpötiloissa. Uuttosuhde oli 1:5 eli yhtä grammaa kuorittuja siemeniä kohden lisättiin 
5 ml vettä. 
 
 
Sinilupiininsiemenistä valmistetun ydinjauhon proteiinipitoisuus oli 33,4 %. Kuvassa 20 
on esitetty proteiinien prosentuaalinen uuttuvuus vesiliuokseen sirkkalehtien 
kokonaisproteiinimäärästä (33,4 %) eli vesiliukoisten albumiinien osuus. Vesiliukoisten 
albumiinien osuus vaihteli välillä 35–96 % (kuva 20). Pienin proteiinien uuttuvuus oli 
sirkkalehtien normaalissa pH-arvossa (pH~6) (kuva 20) ja uuttuvuus parani uuttoliuoksen 
emäksisyyden lisääntyessä välille 7,5–9. Vertaamalla kuvia 20A ja B havaitaan, että 
kahden vuorokauden idättäminen paransi proteiinien liukoisuutta veteen uuttolämpötiloissa 
25 ja 50 oC kaikissa happamuuksissa (pH~6; 7,5 ja 9), ja uuttolämpötilassa 80 oC silloin, 
kun liukoista proteiinia uutettiin liuoksen normaalissa pH-arvossa (6,2–6,7). Toisaalta 
uuttoliuosten normaalit pH-arvot olivat keskimäärin hieman suurempia, kun tutkittiin 
2 vuorokautta idätettyjä sirkkalehtiä verrattuna liotettuihin sirkkalehtiin (taulukko 11).  
 
 
Kuva 20. Vesiliukoisen proteiinin osuus sinilupiinin sirkkalehtien proteiineista eri uuttolämpötiloissa ja pH-
arvoissa, kun uuttoaika oli 1 h. Liotetut siemenet (A) ja 2 vuorokautta idätetyt siemenet (B). Uuttosuhde oli 
1:5 eli yhtä grammaa kuorittuja siemeniä kohden lisättiin 5 ml vettä. 
 
 
 
A B 
A B
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Taulukko 11. Happamuuden vaihtelu, kun liotettuja ja 2 vuorokautta idätettyjä sirkkalehtiä uutettiin 
vesiliuoksessa 1 h:n ajan eri lämpötiloissa (25, 50 ja 80 oC). 
  25 oC 50 oC 80 oC 
Liotetut siemenet (pH) 6,2–6,4    6,2–6,3 6,2–6,4 
7,5–7,7 7,3–7,5 7,3–7,6 
8,8–9,0 8,7–9,0 8,6–9,1 
2 vrk idätetyt siemenet (pH) 6,4–6,6 6,3–6,5 6,3–6,7 
7,5–7,6 7,3–7,5 7,1–7,6 
  8,7–9,0 8,6–8,9 8,6–9,1 
 
 
3.3 Pohdinta 
 
3.3.1 Entsyymiaktiivisuus idätyksen aikana 
 
Esikokeiden ja varsinaisen tutkimuksen perusteella sinilupiinin siementen 
kokonaispeptidaasiaktiivisuuden lisääntyminen oli vähäistä ja lisääntymistä tapahtui 
toiseen idätyspäivään asti, jonka jälkeen entsyymiaktiivisuus ei muuttunut idätyksen 
jatkuessa. Esikokeissa siemeniä idätettiin 6 ja varsinaisissa kokeissa 4 vuorokautta. Tämän 
tutkimuksen perusteella aspartyyli- ja seriinipeptidaasiaktiivisuutta oli jo kuivissa 
siemenissä ja aktiivisuudet pysyivät suunnilleen samalla tasolla 2 idätyspäivään asti, 
kunnes hieman lisääntyivät 4 idätyspäivän aikoihin. Tässä tutkimuksessa 
kysteiinipeptidaaseja ei tunnistettu inhibiittorikokeilla. Toisin kuin tässä tutkimuksessa 
kysteiinipeptidaaseja on löydetty idätyksen aikana eri palkokasveista, kuten soijapavusta 
(Seo ym. 2001; Zakharov ym. 2004) ja muista erilaista pavuista (Baumgartner ja 
Chrispeels 1977; Tully ja Beevers 1978; Mitsuhashi ym. 1986, 1987; Boylan ja Sussex 
1987; Kembhavi ym. 1993; Usha ja Singh 1996; Senyuk ym. 1998; Seo ym. 2001; 
Zakharov ym. 2004) sekä metsävirnasta (Fischer ym. 2000; Schlereth ym. 2000, 2001). 
Seriinipeptidaasiaktiivisuuksia on löydetty aikaisemminkin erilaisista pavuista idätyksen 
aikana (Tully ja Beevers 1978; Mitsuhashi ym. 1986).  
 
Shepardin ja Mooren (1978) löysivät sinilupiinin siemenestä erityisesti β-konglutiinia 
pilkkovan peptidaasin, jonka aktiivisuus oli hyvin pientä 3 idätyspäivään asti, mutta sen 
jälkeen aktiivisuus alkoi lisääntyä merkittävästi saavuttaen maksimiarvonsa 
5 idätyspäivänä. Tämän jälkeen sinilupiinin peptidaasiaktiivisuus alkoi nopeasti pienetä, ja 
6 idätyspäivänä aktiivisuus oli jo yhtä pientä kuin 3 idätyspäivänä. Tullyn ja Beeversin 
(1978) mukaan seriini- ja kysteiinipeptidaasiaktiivisuutta pavuissa alkoi ilmetä 2–
3 vuorokauden idätyksen jälkeen ja peptidaasiaktiivisuudet olivat suurimmillaan 5–
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6 idätyspäivän aikoihin. Mitsuhashin ym. (1989) mukaan papujen kysteiinipeptidaasien 
aktiivisuutta ilmeni vasta idätyksen jatkuttua 2 vuorokautta, entsyymiaktiivisuus lisääntyi 
4 idätyspäivään asti, jonka jälkeen se alkoi pienetä. Koska kysteiinipeptidaasiaktiivisuutta 
ei ollut kuivissa sirkkalehdissä, eikä vuorokauden idätetyissä sirkkalehdissä, 
kysteiinipeptidaasit syntetisoituivat Mitsuhashin ym. (1989) mukaan vasta idätyksen 
aikana. Toisaalta Usha ja Singh (1996) havaitsivat, että kysteiinipeptidaaseja oli runsaasti 
jo liotettujen papujen siemenissä, mutta niiden aktiivisuuden havaittiin lähtevän nousuun 
vasta 5 idätyspäivän jälkeen. 
 
Boylan ja Sussexin (1987) tutkimuksissa tarhapavun kysteiinipeptidaasiaktiivisuus oli 
erittäin pientä toiseen idätyspäivään asti, mutta tämän jälkeen entsyymiaktiivisuus lisääntyi 
jyrkästi saavuttaen maksimiarvonsa 4–5 vuorokauden jälkeen idätyksen aloittamisesta. 
Entsyymiaktiivisuus oli tällöin 40-kertainen verrattuna aktiivisuuteen, joka saavutettiin 
2 idätyspäivänä. Proteiinipitoisuuden pieneneminen korreloi läheisesti 
entsyymiaktiivisuuden lisääntymisen kanssa (Boylan ja Sussex 1987). Boylanin ja 
Sussexin (1987) mukaan proteiinipitoisuus oli pienentynyt vain noin 13 % toisen 
vuorokauden, mutta jopa 60 % 4–5 vuorokauden idätysajan jälkeen. Tämän tutkimuksen 
SDS-PAGE -tulokset ovat samankaltaisia Boylen ja Sussexin (1987) entsyymiaktiivisuus- 
ja proteiinipitoisuusmääritysten kanssa, sillä tämän tutkimuksen elektroforeesitulosten 
perusteella sirkkalehden alkuperäiset proteiinit olivat pilkkoutuneet pienemmiksi vasta 
4 vuorokauden idätyksen jälkeen.   
 
Kysteiinipeptidaasien tunnistamiseen käytettiin tässä tutkimuksessa vain 
kysteiinipeptidaasi-inhibiittoria, E-64:sta. Kembhavi ym. (1993) puhdistivat 2 erilaista 
kysteiinipeptidaasia, joista toista E-64 ei inhiboinut. Samoin kysteiinipeptidaasi-inhibiittori 
(E-64) ei inhiboinut kysteiinipeptidaasia Ushan ja Singhin (1996) tutkimuksessa, joten 
tutkijoiden mukaan kyseessä ei ollut papaiiniheimoon kuuluva peptidaasi. Toisaalta myös 
Senyuk ym. (1998) löysivät tarhapavun siemenistä asparaginyyli-spesifisen 
kysteiiniendopeptidaasin, jota E-64 ei inhiboinut. Kysteiinipeptidaasi-inhibiittorin, E-64:n, 
on todettu inhiboivan vain papaiiniheimoon kuuluvia kysteiinipeptidaaseja, ei 
legumaiiniheimoon kuuluvia (Zakharov ym. 2004). Tämän tutkimuksen perusteella 
sinilupiinien siementen idätyksen aikana mahdollisesti muodostuneet kysteiinipeptidaasit 
eivät kuuluneet papaiiniheimoon, sillä kysteiinipeptidaasien inhibiittorilla (E-64) ei ollut 
peptidaaseihin mitään vaikutusta, mutta mahdolliset kysteiinipeptidaasit saattoivat kuulua 
legumaiiniheimoon. On kuitenkin aihetta epäillä, että kysteiinipeptidaaseja oli läsnä 
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idätyksen aikana myös tässä tutkimuksessa, sillä kokonaispeptidaasiaktiivisuuden todettiin 
selkeästi lisääntyvän 2 idätyspäivään asti, mutta tunnistettujen aspartyyli- ja 
seriinipeptidaasien aktiivisuus pysyi taas 2 idätyspäivään asti vakiona.  
 
Tässä tutkimuksessa olisi saatettu tunnistaa sinilupiinin siemenissä idätyksen aikana 
mahdollisesti muodostuvat kysteiinipeptidaasit, mikäli E-64:n lisäksi olisi käytetty myös 
muita kysteiinipeptidaaseja inhiboivia aineita, kuten leupeptiinia (Mitsuhashi ym. 1986; 
Kembhavi ym. 1993; Seo ym. 2001), antipaiinia (Mitsuhashi ym. 1986; Seo ym. 2001), 
kymostatiinia (Mitsuhashi ym. 1986; Seo ym. 2001) tai kystatiinia (Kembhavi ym. 1993). 
Toisaalta leupeptiini ei inhiboinut Ushan ja Singhin (1996) tutkimuksissa puhdistettua 
kysteiinipeptidaasia, joka tutkijoiden mukaan ei kuulunut papaiini-perheeseen. 
Kysteiinipeptidaasit menettivät biologisen aktiivisuutensa, kun entsyymiä inhiboivina 
aineina käytettiin tioliryhmiä (-SH-) inhiboivia aineita joko N-etyylimaleimiidia 
(Baumgartner ja Chrispeels 1977; Tully ja Beevers 1978; Csoma ja Polgar 1984; Boylan ja 
Sussex 1987; Senyuk ym. 1998; Seo ym. 2001) tai p-kloromerkuribentsoaattia 
(Baumgartner ja Chrispeels 1977; Csoma ja Polgar 1984; Usha ja Singh 1996). 
Kysteiinipeptidaasin toimintaa inhiboivat Ushan ja Singhin (1996) mukaan myös 5,5-
ditiobis-(2-nitrobentsoiinihappo) ja HgCl2. Csoma ja Polgar (1984) puhdistivat peptidaasin, 
joka menetti entsyymiaktiivisuutensa, kun sen -SH-ryhmän toiminta estettiin. Peptidaasi ei 
Csoman ja Polgarin (1984) mukaan kuulunut papaiiniheimoon, mutta tutkijat arvelivat sen 
kuitenkin olevan kysteiinipeptidaasi. 
 
Tässä tutkimuksessa entsyymit uutettiin pelkistävän L-kysteiinin läsnäollessa, mutta 
suurempiin peptidaasiaktiivisuuksiin olisi saatettu päästä, mikäli pelkistävänä aineena olisi 
käytetty merkaptoetanolia tai DTT:tä. Mitsuhashin ym. (1986) mukaan toinen heidän 
löytämistään peptidaaseista kuului kysteiinipeptidaaseihin, sillä entsyymiaktiivisuutta ei 
ollut ilman pelkistävää 2-merkaptoetanoliakäsittelyä. Usha ja Singh (1996) päättelivät 
puhdistetun peptidaasin kuuluvan kysteiinipeptidaaseihin, sillä sen entsyymiaktiivisuus 
lisääntyi valtavasti, kun sitä pelkistettiin joko 2-merkaptoetanolilla tai DTT:llä. Ushan ja 
Singhin (1996) puhdistama peptidaasi ei tutkijoiden mukaan kuulunut papaiiniheimoon, 
joten se kuului tällöin todennäköisesti legumaiiniheimoon. Jo Baumgartner ja Chrispeels 
(1977) havaitsivat 2-merkaptoetanolin aktivoivan tutkimuksissaan puhdistamansa 
mungopapujen peptidohydrolaasin toimintaa 300-prosenttisesti verrattuna ilman tätä 
tiolireagenssia uutettuihin entsyymeihin. Tästä asiasta tutkijat päättelivät 
peptidohydrolaasin kuuluvan kysteiinipeptidaaseihin. Toisaalta kun 4 vuorokautta 
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idätetyistä siemenistä puhdistettua kysteiinipeptidaasia ja puhdistettua ja radioaktiivisesti 
merkattua varastoproteiinia inkuboitiin DTT:n läsnä ollessa, kysteiinipeptidaasiaktiivisuus 
lisääntyi 3-kertaisesti verrattuna inkubointiin ilman DTT:tä (Boylan ja Sussex 1987).  
 
Tässä tutkimuksessa peptidaasien substraattina käytettiin atsokaseiinia. Toisaalta Shepard 
ja Moore (1978) käyttivät sinilupiinin peptidaasien substraattina gliadiinia. Aikaisemmissa 
tutkimuksissa papujen peptidaasien on enimmäkseen käytetty gelatiinia (Baumgartner ja 
Chrispeels 1977; Mitsuhashi ym. 1986; Usha ja Singh 1996)  ja  hemoglobiinia (Tully ja 
Beevers 1978; Mitsuhashi ym. 1986), mutta myös atsokaseiinia on käytetty (Mitsuhashi 
ym. 1986; Kembhavi ym. 1993; Ramakrisna ja Rao 2005). Mikäli tässä tutkimuksessa 
atsokaseiinin lisäksi substraattina olisi käytetty gelatiinia tai hemoglobiinia, 
kokonaispeptidaasiaktiivisuuden olisi mahdollisesti voinut havaita lisääntyvän enemmän 
idätyksen aikana ja kysteiinipeptidaaseja olisi mahdollisesti voitu löytää näytteistä. 
Kembhavin ym. (1993) mukaan legumaiiniheimoon kuuluvien papujen 
kysteiinipeptidaasien aktiivisuus atsokaseiinin oli vain 1/13 siitä, mitä papaiiniheimoon 
kuuluvien peptidaasien aktiivisuus substraattiin oli. Tämän tutkimuksen perusteella voitiin 
arvella, että mikäli kysteiinipeptidaaseja muodostui sinilupiinissa 4 vuorokauden idätyksen 
aikana, ne kuuluivat legumaiiniheimoon. Toisaalta Mitsuhashi ym. (1986) havaitsivat, että 
toinen idätyksen jälkeen puhdistetuista endopeptidaaseista ei ollut lainkaan aktiivinen 
atsokaseiinille. Tämä endopeptidaasi oli tehtyjen inhibiittorikokeiden perusteella 
todennäköisesti seriiniendopeptidaasi (Mitsuhashi ym. 1986). 
 
Tässä tutkimuksessa olisi voitu saada totuudenmukaisempi kuva sinilupiinin siemenen 
peptidaasiaktiivisuuden muutoksista idätyksen aikana, mikäli substraattina olisi käytetty 
siemenen puhdistettuja varastoproteiineja, kuten Boylan ja Sussex (1987) käyttivät. Boylan 
ja Sussex (1987) käyttivät peptidaasien substraattina tarhapavun sirkkalehdistä puhdistettua 
ja radioaktiivisesti merkattua varastoproteiinia, joka ei tutkijoiden mukaan pilkkoutunut 
itsestään ennen entsyymireaktion aloittamista. Boylan ja Sussex (1987) määrittivät 
peptidaasiaktiivisuutta idätyksen eri vaiheissa ajamalla inkuboidut näytteet SDS-PAGE:lla, 
jonka jälkeen tutkijat määrittivät näytteiden entsyymiaktiivisuuden neste-tuikelaskentaa 
apuna käyttäen.  
 
Pieneen peptidaasiaktiivisuuden lisääntymiseen idätyksen aikana saattoi tässä 
tutkimuksessa olla syynä mahdollinen peptidaasi-inhibiittorin läsnäolo, joka hillitsi 
peptidaasien toimintaa. Hines ym. (1992) ovat havainneet valkolupiinin siemenessä 
66 
 
korkean kysteiiniproteinaasi-inhibiittori aktiivisuuden.  Shepard ja Moore (1978) 
ehdottivat, että sinilupiinin siemenistä valmistetussa peptidaasiuutteessa olisi mukana jokin 
lämmönkestävä entsyymi-inhibiittori, joka tuhoutuisi matalammissa lämpötiloissa kuin itse 
proteaasi. Shepardin ja Mooren (1978) epäilivät inhibiittorin läsnäoloa entsyymiuutteessa, 
sillä entsyymiaktiivisuus oli lisääntynyt merkittävästi, kun ammoniumsulfaatilla 
puhdistettua entsyymiuutteita säilytettiin 6 kuukautta –20 oC:n lämpötilassa. Mikäli 
tämänkin tutkimuksen näytteitä olisi varastoitu muutamia kuukausia 
pakastimessa -20 oC:ssa ennen entsyymisubstraatti-inkubaatioita, olisi 
entsyymiaktiivisuudet saattaneet olla suurempia.   
 
Kembhavin ym. (1993) mukaan kysteiinipeptidaasi-inhibiittori saattoi olla läsnä pavuista 
uutetussa entsyymiuutteessa. Kembhavin ym. (1993) totesivat, että papujen ja papaiini- ja 
legumaiiniheimoihin kuuluvien kysteiinipeptidaasien aktiivisuudet alkoivat lisääntyä 
merkittävästi idätyksen alkuvaiheessa. Entsyymiaktiivisuudet olivat suurimmillaan 36 h:n 
idätysajan kuluttua, jonka jälkeen entsyymiaktiivisuudet alkoivat pienetä. Kun Kembhavi 
ym. (1993) tekivät entsyyminäytteilleen happokäsittelyn eli uuttivat peptidaasit pH:ssa 3 
pH 6:n sijasta, kysteiinipeptidaasit saavuttivat maksimaalisen aktiivisuutensa jo 24 h:n 
idätysajan kuluessa, eivätkä entsyymiaktiivisuudet muuttuneet idätysajan jatkuessa. Kun 
pH entsyymien uuton aikana oli 3, legumaiineihin luokiteltavien peptidaasien aktiivisuus 
oli 3-kertainen ja papaiineihin luokiteltavien 4,5-kertainen verrattuna 
entsyymiaktiivisuuksiin, jotka saatiin uuttamalla peptidaaseja pH:ssa 6. 
Entsyymiaktiivisuuden lisääntyminen happokäsittelyn seurauksena oli Kembhavin ym. 
(1993) mukaan seurausta inhibiittorien saostumisesta. Tässä tutkimuksessa entsyymit 
uutettiin pH:ssa 4,7. Mikäli entsyymiuutto olisi suoritettu matalammassa pH-arvossa tässä 
tutkimuksessa, esimerkiksi pH:ssa 4, mikä oli Shepardin ja Mooren (1978) mukaan 
optimaalisin pH-arvo löydetylle, erityisesti β-konglutiinia pilkkovalle entsyymille, olisi 
entsyymiaktiivisuudet idätyksen eri vaiheissa saattaneet olla suurempia myös tässä 
tutkimuksessa. 
 
Ekso-(1?4)-β-galaktanaasiaktiivisuutta ei tässä tutkimuksessa havaittu muodostuvan 
6 vuorokauden idätyksen aikana, mikä viittaisi siihen, ettei sinilupiinin kuitu, ekso-(1?4)-
β-galaktaani, pilkkoutunut idätyksen aikana. Buckeridge ja Reid (1994) havaitsivat Ekso-
(1?4)-β-galaktanaasiaktiivisuutta sinilupiinissa vasta 8 vuorokauden idätyksen jälkeen, 
joten galaktanaasiaktiivisuutta olisi tällöin saattanut alkaa muodostua, mikäli idätysaika 
olisi tässä kokeessa ollut vähintään 8 vuorokautta. Toisaalta yli viikon kestävä idätysaika ei 
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olisi elintarviketeknologisesta eikä taloudellisesta näkökulmasta kannattavaa. Lisäksi pitkä 
idätysaika saattaisi lisätä siemenistä tai iduista aiheutuvaa mikrobiologista tautiriskiä. 
 
3.3.2 Proteiinien pilkkoutuminen idätyksen aikana  
 
Tässä tutkimuksessa vesiliukoiset albumiinit eivät juuri pilkkoutuneet idätyksen (4 vrk) 
aikana, toisin kuin Gulewiczin ym. (2008) tutkimuksessa. Gulewiczin ym. (2008) mukaan 
albumiiniprofiilit olivat samanlaiset molemmilla idättämättömillä sinilupiinilajikkeilla ja 
tärkeimpien proteiinien molekyylimassat SDS-PAGE:n perusteella olivat 69, 45, 40,5, 
33,5, 32, 30, 26,5 ja 22 kDa. Tärkeimmistä albumiineista pilkkoutuivat Gulewiczin ym. 
(2008) tutkimuksessa idätyksen (5 vrk, 20 oC) aikana kaikki, mutta eniten pilkkoutuivat 69, 
45, 40,5 ja 33,5 kDa:n peptidit. Gulewicz ym. (2008) ajoivat albumiininäytteet 
pelkistettynä, ja albumiinit olivat painavimmillaan noin 70 kDa. Omassa tutkimuksessa 
suurimmat pelkistetyt albumiinit idätyksen aikana olivat massaltaan välillä 80–150  kDa, 
mutta ne pilkkoutuivat suurelta osin fermentointien aikana. Gulewicz ym. (2008) uuttivat 
albumiinit elektroforeesia varten pH:ssa 7,5. Tässä tutkimuksessa albumiinit uutettiin 
pH:ssa 8,0. 
 
Suolaliuokseen liukenevat globuliinit pilkkoutuivat tässä tutkimuksessa osittain jo 
idätyksen aikana, mutta pilkkoutuminen oli suhteellisen vähäistä. Freitaksen ym. (2007) 
tutkimustuloksissa oli yhdenkaltaisuutta globuliinien pilkkoutumiseen liittyvien 
tulostemme kanssa, sillä Freitaksen ym. (2007) elektroforeesiajon perusteella voitiin 
havaita, että sinilupiinin visiliinien (β-konglutiinien) pilkkoutumista tapahtui vain vähän 
koko idätyksen (10 vrk, 25 oC) aikana. SDS-PAGE:n perusteella visiliinien pilkkoutumista 
ei juuri tapahtunut vielä 2 vuorokauden kuluttua idätyksen aloittamisesta, mutta 
4 vuorokauden idätyksen jälkeen jonkin verran visiliinejä oli pilkkoutunut (Freitas ym. 
2007). Sinilupiinin visiliinien pilkkoutuminen jatkui Freitaksen ym. (2007) tutkimuksen 
perusteella 6 idätyspäivään asti. Tämä pilkkoutumisen loppuminen oli nähtävissä SDS-
PAGE:sta, sillä visiliiniprofiilit olivat samanlaisia riippumatta siitä, oliko sinilupiinin 
siemeniä idätetty 6, 8 vai 10 vuorokautta. Freitas ym. (2007) uuttivat albumiinit pH:ssa 8,0 
ja globuliinit pH:ssa 7,5. Visiliininäytteet pelkistettiin ennen elektroforeesiajoa. Tässä 
tutkimukssa suolaliukoiset globuliinit uutettiin pH:ssa 8,0.  
 
Tässä tutkimuksesta globuliineista pilkkoutui neljän vuorokauden idätyksen aikana 
100 kDa:n ja 50 kDa:n peptidi 45 kDa:n peptidit sekä 3 peptidiä, joiden molekyylimassa 
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oli välillä 60–80 kDa. Tämän tutkimuksen tuloksissa on jonkin verran yhteistä Gulewiczin 
ym. (2008) ja Ferreiran ym. (1995) tulosten kanssa, sillä 64 kDa:n ja noin 45 kDa:n 
peptidien havaittiin pilkkoutuvan idätyksen aikana myös heidän tutkimuksissaan. 
Gulewiczin ym. (2008) mukaan idättämättömän Zapatan-sinilupiinilajikkeen 
intensiteetiltään suurimpien globuliinien molekyylimassat olivat 64, 47 ja 38,5 kDa, joista 
kaikki pilkkoutuivat selkeästi 5 vuorokauden idätyksen (20 oC) aikana. Lisäksi 
5 vuorokauden idätyksen aikana oli Zapatan-lajikkeen siemenissä muodostunut 2 uutta 
globuliinipeptidiä, joiden molekyylimassat olivat 20 ja 31 kDa. Eroa idättämättömän ja 
5 vuorokautta idätetyn siemenen (20 oC) globuliiniprofiilin välillä oli huomattavasti 
vähemmän kun tutkittiin Troll-sinilupiinilajiketta verrattuna Zapatan-lajikkeeseen. SDS-
PAGE:n perusteella voitiin selkeästi havaita vain 64 kDa:n polypeptidin pilkkoutuvan sekä 
29,5–32,5 ja 20–22 kDa:n polypeptidien muodostuvan 5:en vuorokauden idätyksen aikana 
Troll -lajikkeessa. Gulewicz ym. (2008) uuttivat globuliinit elektroforeesia varten 
pH:ssa 7,5 ja pelkistivät globuliininäytteet ennen SDS-PAGE -ajoa. Gulewiczin ym. 
(2008) tutkimus osoitti, että globuliinien pilkkoutumisen nopeus idätyksen aikana vaihteli 
sinilupiinilajikkeiden välillä. Tällöin tässä tutkimuksessa käytetty Haags Blaue -lajike 
saattoi kuulua niihin sinilupiinilajikkeisiin, joilla globuliinien pilkkoutuminen idätyksen 
aikana on suhteellisen vähäistä.  
 
Ferreira ym. (1995) idättivät valkolupiineita, ja tutkijoiden tulokset ovat hyvin 
samankaltaisia Gulewiczin ym. (2008) sinilupiinin globuliinien pilkkoutumiseen liittyvien 
tulosten kanssa. Ferreiran ym. (1995) mukaan valkolupiinin pelkistetyt α- ja β-konglutiinit 
pilkkoutuivat merkittävästi idätyksen jatkuttua 3–5 vuorokautta, ja tällöin β-konglutiineista 
pilkkoutui paljon molekyylimassaltaan 20–65 kDa:n painoisia polypeptidejä ja α-
konglutiineista kaikki suurimmat, 45–52 kDa polypeptidit, pilkkoutuivat. Toisaalta 
idätyksen jatkuttua 3 vuorokautta valkolupiinissa oli muodostunut lisää massaltaan 20–
40 kDa:n α-konglutiineja. Ferreiran ym. (1995) tutkimuksen perusteella valkolupiinin 
suurimmat γ-konglutiinit pilkkoutuivat puolestaan jo ensimmäisen idätysvuorokauden 
kuluessa. Ferreira ym. (1995) uuttivat elektroforeesia varten proteiinit pH:ssa 7,5. Tässä 
tutkimuksessa idätyksen (4 vrk) aikana ei havaittu muodostuvan uusia polypeptidejä toisin 
kuin Ferreiran ym. (1995) ja Gulewiczin ym. (2008) tutkimuksissa. 
 
Visiliinien pilkkoutumisen nopeus idätyksen aikana (10 vrk) vaihteli selvästi sini-, kelta- ja 
valkolupiinien välillä Freitaksen ym. (2007) tutkimuksessa, ja pilkkoutuminen oli pienintä 
sinilupiinilla. Sinilupiinin ja valkolupiinin visiliiniprofiilit SDS-PAGE:ssa olivat hyvin 
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paljon toistensa kaltaisia, kun taas keltalupiinilla visiliiniprofiili poikkesi jonkin verran 
valko- ja sinilupiinin profiileista (Freitas ym. 2007). Valkolupiinin globuliinien 
pilkkoutuminen on todettu olevan suhteellisen nopeaa myös Ferreiran ym. (1995) 
tutkimuksessa, jossa pelkistettyjen globuliinien havaittiin pilkkoutuvan jo ensimmäisen 
vuorokauden jälkeen idätyksen aloittamisesta. Tällöin oli pilkkoutunut polypeptidejä, 
joiden molekyylimassat olivat välillä 20–30 ja 45–60 kDa. Globuliinit pilkkoutuivat 
merkittävästi seuraavan kerran idätyksen jatkuttua 3–5 vuorokautta, ja tällöin polypeptidit 
molekyylimassaltaan välillä 30–50 kDa pilkkoutuvat lähes täysin. Freitaksen ym. (2007) 
tulosten perusteella voisi ajatella, että vähäisempi varastoproteiinien pilkkoutuminen 
sinilupiinilla idätyksen aikana verrattuna valko- ja keltalupiinin varastoproteiineihin 
saattaisi olla sinilupiinille tyypillistä. 
 
Gulewiczin ym. (2008) tutkimuksen perusteella sinilupiinin molekyylimassaltaan 
painavimmat pelkistetyt globuliinit olivat noin 66 kDa. Toisaalta Ferreiran ym. (1995) 
mukaan suurimmat valkolupiinin globuliinit olivat pelkistetyn SDS-PAGE -ajon jälkeen 
molekyylimassaltaan noin 97 kDa. Ferreira ym. (1995) puhdistivat α-, β- ja γ-konglutiinit 
ja pelkistivät ne ennen elektroforeesiajoa. Ferreiran ym. (1995) ajojen perusteella 
pelkistetyt valkolupiinin α-konglutiinit olivat molekyylimassaltaan painavimmillaan noin 
52 kDa, β-konglutiinit 65 kDa ja γ-konglutiinit 95 kDa. Sinilupiinin γ-konglutiinin 
molekyylimassan on pelkistämättömänä todettu olevan vain 40 kDa ja pelkistettynä 
koostuvan kahdesta polypeptidistä, joiden molekyylimassat olivat 17 ja 30 kDa (Blagrove 
ja Gillespie 1975). Tällöin voidaan epäillä konglutiinien puhdistamisen onnistumista 
Ferreiran ym. (1995) tutkimuksissa. Toisaalta Freitaksen ym. (2007) mukaan sini-, valko- 
ja keltalupiinien pelkistetyt β-konglutiinit olivat molekyylimassaltaan painavimmillaan 
noin 95 kDa, mikä viittaisi siihen, että Ferreiran ym. (1995) eristämät γ-konglutiinit 
saattoivat olla β-konglutiineja. Ferreiran ym. (1995) ja Freitaksen ym. (2007) 
tutkimustuloksissa on kuitenkin yhteisiä piirteitä tämän tutkimuksen tuloksien kanssa. 
Tässä tutkimuksessa suurimmat pelkistetyt selkeästi havaittavat globuliinit olivat 
molekyylimassaltaan välillä 70–100 kDa, ja ne pilkkoutuivat lähes kokonaan idätyksen 
jatkuttua 4 vuorokautta. Samoin painavimmat valkolupiinin globuliinit olivat Freitaksen 
ym. (2007) mukaan pilkkoutuneet vasta 4 idätyspäivän kuluessa ja Ferreiran ym. (1995) 
mukaan 3–5:n idätyspäivän välillä.   
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3.3.3 Proteiinien pilkkoutuminen fermentointien aikana 
 
Fermentointien aikana proteiinien pilkkoutuminen oli SDS-PAGE -tulosten perusteella 
melko vähäistä tässä tutkimuksessa. Pilkkoutuminen oli kuitenkin hieman suurempaa, kun 
fermentoitiin 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä ja vedestä valmistettua seosta verrattuna 
kuivista siemenistä ja vedestä valmistettuun seokseen. Tämä hieman suurempi proteiinien 
pilkkoutuminen osoittanee, että peptidaaseja oli jonkin verran muodostunut 2 vuorokautta 
kestävän idätyksen aikana.  
 
Pieni ero proteiinien pilkkoutumisessa oli riippuvaista myös siitä, fermentoitiinko 
vesijauhoseosta Lb. brevisillä vai Lb. rhamnosuksella. Kun fermentoitiin Lb. 
rhamnosuksella sekä kuivista että 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä ja vedestä 
valmistettua seosta, vesiliukoisten albumiinien 17 kDa:n polypeptidi pilkkoutui lähes 
kokonaan. Fermentoitaessa Lb. brevisillä albumiinien 17 kDa:n polypeptidi pilkkoutui vain 
osittain silloin, kun fermentoinnissa käytettiin 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä 
valmistettua lupiinijauhoa. Pieni ero albumiinien pilkkoutumisessa fermentoitaessa Lb. 
rhamnosuksella verrattuna Lb. brevisiin saattoi aiheutua maitohappobakteereiden 
erilaisesta kyvystä hapattaa seosta. Kun fermentoitiin Lb. brevisillä, seoksen lopullinen 
pH-arvo oli suurempi (pH = 4,4) kuin fermentoitaessa Lb. rhamnosuksella (pH = 3,8). 
Hiivan lisäys massan joukkoon hieman heikensi hapattamista, mutta pH-arvo oli yhä 
pienempi (pH = 4,1–4,2) fermentoitaessa Lb. rhamnosuksella kuin Lb. brevisillä 
(pH = 4,6). Tällöin peptidaasit ovat saattaneet toimia hieman paremmin Lb. rhamnosuksen 
aikaan saamassa matalammassa pH-arvossa. Ainakin Tullyn ja Beeversin (1978) mukaan 
reaktio papujen happamien kysteiinipeptidaasien ja hemoglobiinin välillä tapahtui 
voimakkaimmin pH:n ollessa välillä 3,5–4,0, ja tällöin entsyymiaktiivisuus oli 30 % 
suurempi kuin pH-arvon ollessa noin 4,5. Gänzlen ym. (2008) mukaan 
heterofermentatiiviset laktobasillit, kuten lactobacillus sanfranciscensis ja lactobacillus 
plantarum, pienensivät hapantaikinan pH:n välille 3,5–4,0, mikä on optimaalinen 
happamuus aspartyyliproteinaasien toiminnalle. Tällöin aspartyyliproteinaasit pystyivät 
hyvin pilkkomaan viljojen gluteeniproteiineja fermentoinnin aikana. Toisaalta 
heterofermentatiivisten laktobasillien on todettu myös pilkkovan gluteeniproteiinien 
disulfidisidoksia fermentoinnin aikana ruisleivän valmistuksessa, minkä ansiosta 
peptidaasit ovat pystyneet tehokkaammin pilkkomaan gluteeniproteiineja (Gänzle ym. 
2008).  
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Lukuun ottamatta fermentointia Lb. brevisillä ja hiivalla happoluvut olivat suurempia 
fermentointien jälkeen, kun fermentoinneissa käytettiin 2 vuorokautta idätetyistä 
siemenistä valmistettua lupiinijauhoa verrattuna kuivista siemenistä valmistettuun jauhoon. 
Proteiineja oli tällöin saattanut pilkkoutua aminohapoiksi idätyksen aikana jonkin verran 
tarjoten ravinteita maitohappobakteereille fermentointien aikana. Amino- ja 
karboksipeptidaasiaktiivisuuksia on löydetty hieman jo kuivista valkolupiinin siemenistä, 
mutta entsyymiaktiivisuuksien määrä lisääntyi huomattavasti 5 idätyspäivän kuluessa 
(Duarte ym. 1993). Tällöin on oletettavaa, että proteiineja polypeptidien päistä pilkkovien, 
amino- ja karboksipeptidaasien, aktiivisuudet lisääntyisivät myös sinilupiininsiemenissä 
idätyksen alkuvaiheessa. 
 
Zakharovin ym. (2004) mukaan molemmat puhdistetut kysteiinipeptidaasit (papaiini- ja 
legumaiiniheimoon kuuluva) pystyivät yksinään vain pieneltä osin pilkkomaan tarhapavun 
varastoproteiineja in vitro, mutta proteiinien hajoaminen oli suurta endopeptidaasien 
toimiessa yhtä aikaa. Toisaalta papaiiniheimoon kuuluva endopeptidaasi pystyi suurelta 
osin yksinäänkin pilkkomaan soijapavun varastoproteiineja in vitro, mutta 
legumaiiniheimoon kuuluva peptidaasi ei (Zakharov ym. 2004). Mitsuhashin ym. (1986) 
mukaan sekä kysteiini- että seriiniendopeptidaasit pilkkoivat mungopavun proteiineja in 
vitro mutta proteiinien pilkkoutuminen oli paljon tehokkaampaa, kun molempien 
endopeptidaasien annettiin toimia yhtä aikaa. Samoin Baumgartner ja Chrispeels (1977) 
olivat havainneet, että 46 % mungopavun visiliineistä pilkkoutui in vitro, kun visiliinejä 
inkuboitiin puhdistettujen kysteiinipeptidaasien läsnäollessa (pH = 5,1). Visiliinit 
pilkkoutuivat 61-prosenttisesti, kun kysteiinipeptidaasien ja seriinipeptidaasien annettiin 
toimia yhtä aikaa. Seriinipeptidaasit pilkkoivat visiliinejä yksinään vain 7-prosenttisesti, 
kun osittain puhdistettua entsyymiä inkuboitiin visiliinien kanssa. 
 
Endopeptidaasien on osoitettu pilkkovan proteiineja tehokkaammin yhteistyössä keskenään 
kuin yksin in vitro, joten fermentointien aikana tapahtuva proteiinien vähäinen 
pilkkoutuminen saattoi aiheutua siitä, että peptidaasit eivät yksinkertaisesti pystyneet 
toimimaan yhteistyössä. Fermentoinneissa käytettiin kuivista tai 2 vuorokautta idätetyistä 
siemenistä valmistettua jauhoa, joten peptidaaseja ei mahdollisesti ollut muodostunut 
riittävästi idätyksen aikana. Ainakin Shepardin ja Mooren (1978) mukaan sinilupiinin 
sirkkalehtien proteaasiaktiivisuus oli hyvin pientä 3 idätyspäivään asti. Samoin 
kysteiinipeptidaasiaktiivisuutta on erilaisissa pavuissa ilmennyt vasta idätyksen jatkuttua 
yli 2 vuorokautta (Tully ja Beevers 1978; Mitsuhashi ym. 1989; Boylan ja Sussex 1987). 
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Tässä tutkimuksessa sinilupiinin varastoproteiinit pilkkoutuivat vain vähän fermentoinnin 
aikana. Sinilupiinin varastoproteiinit saattaisivat pilkkoutua enemmän fermentoinnin 
aikana, mikäli fermentoinnissa käytettäisiin hieman pidemmän aikaa, esimerkiksi 4–
5 vuorokautta, idätettyjä siemeniä. Tällöin peptidaaseja olisi saattanut muodostua 
siemeniin enemmän. Toisaalta peptidaasien toimintaa fermentoinnin aikana on saattanut 
hidastaa jokin inhibiittori, ja tällöin inhibiittorin toiminnan estäminen tai hidastaminen 
voisi nopeuttaa proteiinien pilkkoutumista fermentoinnin aikana. Inhibiittorin toimintaa 
voisi koettaa hidastaa pakastamalla siemenet muutamiksi kuukausiksi (Shepard ja Moore 
1978) tai mahdollisesti siementen happokäsittelyllä (Kembhavi ym. 1993).  
 
Fermentoinnin aikana tapahtuva sinilupiinin varastoproteiinien pilkkoutuminen saattaisi 
olla suurempaa myös siinä tapauksessa, että fermentoinnin aikana käytettäisiin sopivia 
peptidaaseja, jotka olisi jo aiemmin puhdistettu pidemmän aikaa idätetyistä sinilupiinin 
siemenistä tai mahdollisesti muiden palkokasvien siemenistä. Seo ym. (2001) puhdistivat 
idätetyistä (12 vrk) soijapavun siemenistä kysteiinipeptidaasin (C2), joka pilkkoi soijan ja 
puutarhapapujen varastoproteiineja in vitro. Kysteiinipeptidaasi pilkkoi lisäksi tiettyjen 
papujen ja herneiden visiliinejä in vitro (Seo ym. 2001), joten se saattaisi pilkkoa myös 
sinilupiinin varastoproteiineja, esimerkiksi fermentoinnin aikana. Entsyymi pilkkoi 
puutarhapavun varastoproteiineissa olevia seriinin ja lysiinin välisiä sidoksia ja soijapavun 
varastoproteiineissa lysiinin ja threoniinin sekä threoniinin ja isoleusiinin välisiä sidoksia 
(Seo ym. 2001). Seon ym. (2001) mukaan kysteiinipeptidaasi (C2) aktiivisuutta alkoi 
muodostua soijapavun siemeniin, kun niitä oli idätetty 4 vuorokautta, ja 
entsyymiaktiivisuus oli suurimmillaan idätyksen jatkuttua 10–14 vuorokautta.  
 
Pinto ym. (2009) tutkivat trypsiinin (seriiniproteinaasi) ja pepsiinin (aspartyyliproteinaasi) 
vaikutuksia valkolupiinin, α-konglutiinien pilkkoutumiseen in vitro ja totesivat kaikkien 
niiden proteiinien pilkkoutuneen viiden minuutin pepsiinikäsittelyn aikana, joiden 
molekyylipaino oli välillä 21–97 kDa. Kun valkolupiinin α-konglutiinia pilkottiin 
trypsiinillä in vitro, kaikki suurimmat peptidit molekyylipainoltaan välillä 30–97 kDa 
pilkkoutuivat. Vastaavanlaista entsyymihydrolyysiä voisi koettaa myös sinilupiinin 
fermentoinnin aikana, mikäli haluttaisiin pilkkoa esimerkiksi allergiaa aiheuttavia 
proteiineja. Proteiinit eivät mahdollisesti enää aiheuttaisi allergisia reaktioita 
pilkkouduttuaan pienemmiksi. Toisaalta koska kaikkien lupiinin konglutiinien on havaittu 
olevan mahdollisia allergeeneja (Holden ym. 2008) ja koska tämän tutkimuksen perusteella 
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sinilupiinin konglutiinien pilkkoutuminen oli suhteellisen vähäistä idätyksen ja 
fermentoinnin aikana, saattaisi olla kannattavampaa vain hyväksyä lupiiniproteiinien 
mahdollisesti joillekin ihmisille allergiaa aiheuttavat haittavaikutukset ja keskittyä 
hyödyntämään lupiinia elintarvikkeena sen suuren proteiinipitoisuuden ja hyvien 
emulgointiominaisuuksien vuoksi. 
 
3.3.4 Liukoinen proteiini 
 
Proteiinien uuttuvuus sirkkalehdistä veteen oli hyvin suurta (35–96 %), ja uuttuvuus parani 
emäksisyyden lisääntyessä. Sinilupiinin siementen vesiliukoisten albumiinien määrän 
voitiin tällöin todeta olleen tässä tutkimuksessa välillä 35–96 %. Cerletin ym. (1978) 
tulokset ovat samankaltaisia tämän tutkimuksen tulosten kanssa. Cerletti ym. (1978) 
totesivat uuttoliuoksen emäksisyyden vaikuttavan suuresti proteiinien uuttumiseen veteen. 
Kun vesiuutto suoritettiin pH:ssa 5,0, veteen liukenevan proteiinin osuus oli 12,8 %, mutta 
uuttoliuoksen pH:n ollessa 7,0 peräti 93,3 % proteiineista uuttui veteen. Toisaalta Cerletti 
ym. (1978) havaitsivat, että pH:ssa 7,0 veteen liuenneet proteiinit saostuivat liuoksen 
varastoinnin (4 oC, 18 h) aikana, jonka jälkeen vain 38,7 % proteiineista oli liuenneena. 
Uuttoliuoksen emäksisyyden lisääntyminen todennäköisesti muutti tiivistä 
proteiinirakennetta vesiliukoisempaan muotoon. Tällöin albumiinien osuus sinilupiinin 
proteiineista vaikuttaisi olevan riippuvaista pH-arvosta proteiiniuuton aikana. 
 
Uuttoliuoksen emäksisyyden vaikutus vesiliukoisten proteiinien uuttumiseen voitiin myös 
havaita vertaamalla Salmanowiczin ja Przybylskan (1994) suorittamia elektroforeeseja 
tässä tutkimuksessa suoritettuihin elektroforeeseihin. Salmanowicz ja Przybylska (1994) 
uuttivat albumiinit ja globuliinit pH:ssa 5, ja heidän tutkimuksissaan globuliinien määrä 
elektroforeesigeelillä oli paljon suurempi kuin albumiinien, mikä on juuri päinvastaisesti 
kuin tässä tutkimuksessa. Tässä työssä vesiliukoiset albumiinit ja suolaliukoiset globuliinit 
uutettiin elektroforeesia varten pH:ssa 8, ja proteiinit olivat hyvin vesiliukoisia kyseisessä 
pH-arvossa.  
 
Tässä tutkimuksessa saatu sinilupiinin albumiinipitoisuus on huomattavasti suurempi kuin 
Blagroven ja Gillespien (1978) tutkimuksissa, jossa vesiliukoisen proteiinin määräksi 
saatiin useilla eri sinilupiinilajikkeilla 5–10 %.  Blagrove ja Gillespie (1978) uuttivat 
albumiinit vedellä liuoksen normaalissa pH-arvossa, joka todennäköisesti on ollut noin 6. 
Toisaalta proteiinipitoisuus tässä tutkimuksessa määritettiin Dumas-menetelmällä ja 
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Blagroven ja Gillespien (1978) tutkimuksissa Kjeldahl-menetelmällä, jotka molemmat 
määrittävät näytteestä typen määrän, josta proteiinipitoisuus lasketaan erikseen. Näytteessä 
saattaa tällöin olla myös typpeä, joka ei ole peräisin proteiineista, minkä Blagrove ja 
Gillespie (1978) osoittivat sinilupiinitutkimuksissaan. Blagrove ja Gillespie (1978) saivat 
liukoisen proteiinin määräksi Kjeldahl-menetelmällä ensin 8–20 %, mutta 
albumiinipitoisuus pieneni välille 5–10 %, kun näytteistä poistettiin mikrosuodatuksella 
typpi, joka ei ollut peräisin proteiineista. Omassa tutkimuksessa saatu albumiinipitoisuus 
saattoi myös todellisuudessa olla pienempi kuin 35–96 %.  
 
Tässä tutkimuksessa havaittiin idätyksen (2 vrk) vaikuttavan proteiinien vesiliukoisuuteen 
lisäävästi. Tällöin sinilupiinin suolaliukoisia globuliineja mahdollisesti pilkkoutui jo 
idätyksen (2 vrk) aikana vesiliukoisempaan muotoon. Gulewiczin ym. (2008) tutkimuksen 
perusteella idätyksen vaikutus proteiinien vesiliukoisuuteen näyttäisi olevan riippuvaista 
sinilupiinilajikkeesta. Idätyksen (5 vrk) vaikutuksesta albumiinipitoisuus oli toisella 
sinilupiinilajikkeella (Troll) 52 % suurempi ja toisella lajikkeella (Zapaton) 15 % pienempi 
verrattuna idättämättömään sinilupiinin siemeneen (Gulewicz ym. 2008).  
 
 
4 PÄÄTELMÄT 
 
Tutkimuksen tavoite toteutui. Peptidaaseja saatiin muodostumaan sinilupiinin siemeniin 
idätyksen aikana, ja peptidaasit jatkoivat proteiinien pilkkomista fermentointien aikana. 
Kokonaispeptidaasiaktiivisuus lisääntyi idätyksen aikana, mutta se oli kuitenkin 
suhteellisen vähäistä. Peptidaasiaktiivisuus lisääntyi toiseen idätyspäivään asti, jonka 
jälkeen aktiivisuus pysyi samalla tasolla neljänteen idätyspäivään asti. Sinilupiinin 
peptidaaseista tunnistettiin aspartyyli- ja seriinipeptidaasit, mutta ei kysteiinipeptidaaseja. 
Aspartyyli- ja seriinipeptidaasiaktiivisuutta oli jo kuivissa siemenissä, eikä aktiivisuus juuri 
muuttunut idätyksen jatkuessa 4 vuorokauden ajan. Kysteiinipeptidaaseja ei tunnistettu 
mahdollisesti siksi, että käytetyn kysteiinipeptidaasi-inhibiittorin, E-64:n, on todettu 
inhiboivan vain papaiiniheimoon luokiteltavia kysteiinipeptidaaseja, ei legumaiiniheimoon 
luokiteltavia. Tämän tutkimuksen perusteella sinilupiinin siemenissä ei muodostunut 
papaiiniheimoon luokiteltavia kysteiinipeptidaaseja 4 vuorokauden idätyksen aikana. 
Jatkotutkimuksissa voisi olla kiinnostavaa selvittää, muodostuisiko sinilupiinin siemenissä 
legumaiiniheimoon luokiteltavia kysteiinipeptidaaseja muutaman vuorokauden kestävän 
idätyksen aikana.  
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Mahdollisissa jatkotutkimuksissa sinilupiinin kysteiinipeptidaasien tunnistamiseen voisi 
kokeilla käyttää muita kysteiinipeptidaasi-inhibiittoreita, kuten leupeptiinia, antipaiinia, 
kystatiinia tai kymostatiinia, sillä kyseisten aineiden on todettu inhiboivan 
legumaiiniheimoon luokiteltavia kysteiinipeptidaaseja. Toisaalta jatkotutkimuksissa voisi 
kokeilla käyttää muita substraatteja kysteiinipeptidaasille, kuten gelatiinia, hemoglobiinia 
tai sinilupiinin omaa eristettyä varastoproteiinia, sillä tässä työssä käytetyn atsokaseiinin 
on todettu olevan aika heikko substraatti legumaiiniheimoon luokiteltaville 
kysteiinipeptidaaseille. Beta-(1?4)-galaktanaasia ei havaittu muodostuvan esikokeissa 
6 vuorokauden idätyksen aikana, mistä voidaan päätellä, ettei sinilupiinin galaktaani juuri 
pilkkoutunut tässä ajassa. 
 
Joitakin suurimolekyylipainoisia globuliineja pilkkoutui idätyksen (4 vrk) aikana. 
Pilkkoutuminen jatkui fermentointien aikana, mutta se oli odotettua vähäisempää. Kun 
fermentoinneissa käytettiin kuivista siemenistä valmistettua jauhoa, fermentointien aikana 
pilkkoutuivat 100, 75 ja 17 kDa:n polypeptideitä. Myös 60 kDa:n polypeptideitä pilkkoutui 
fermentoitaessa, kun jauho valmistettiin 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä. Toisaalta 
fermentointien aikana muodostui lisää 20 kDa:n polypeptideitä erityisesti silloin, kun 
fermentoinneissa käytettiin 2 vuorokautta idätetyistä siemenistä valmistettua lupiinijauhoa. 
Proteiinien pilkkoutuminen oli yleisesti jonkin verran nopeampaa, kun fermentoinnissa 
käytettiin idätetyistä siemenistä valmistettua jauhoa. Mikäli proteiinien halutaan 
pilkkoutuvan enemmän fermentointien aikana, jatkotutkimuksissa fermentointiin voisi 
kokeilla käyttää hieman pidempään, esimerkiksi 4 vuorokauden ajan, idätettyjä 
lupiininsiemeniä. Toisaalta idätyksen aikana palkokasveissa muodostuvia 
kysteiinipeptidaaseja voisi koettaa eristää ja lisätä suspension joukkoon fermentoitaessa 
sinilupiinin siemeniä. Lisätyt puhdistetut peptidaasit saattaisivat pilkkoa sinilupiinin 
siemeniä fermentoinnin aikana. Peptidaasien toimintaa on toisaalta saattanut häiritä jokin 
peptidaasi-inhibiittori, mikä on saattanut hidastaa proteiinien pilkkoutumista 
fermentointien aikana. 
 
Sinilupiinijauhon ja veden fermentointi onnistui molemmilla maitohappobakteerikannoilla 
(Lb. brevis ja Lb. rhamnosus). Molemmat maitohappobakteerikannat lisääntyivät hyvin 
(107 pmy:stä/g 109 pmy:n/g) sekä yksin että yhdessä leivinhiivan kanssa fermentointien 
aikana. Toisaalta hiiva säilyi myös hyvin hengissä fermentoitaessa vesijauhoseosta. 
Molemmat bakteerit tuottivat hyvin maitohappoa fermentoinnin aikana, mutta Lb. 
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rhamnosus tuotti maitohappoa selkeästi paremmin kuin Lb. brevis. Seoksen happamuus 
laski mikrobiologisen turvallisuuden kannalta riittävän matalalle tasolle, pH < 4,5, kun 
fermentoitiin Lb. rhamnosuksella. Fermentoinnin jälkeen pH oli välillä 4,4–4,6, kun 
fermentoinnissa käytettiin Lb. brevisiä. Tämä asia osoittanee, että sinilupiinin siemenet 
eivät tarjonneet Lb. brevisille riittävästi ravintoa fermentointien aikana. Hiivan lisäys 
massan joukkoon heikensi molempien bakteerien kykyä hapattaa. Sinilupiinin siementen 
idätys ja fermentointi onnistuivat, ja peptidaasiaktiivisuus kasvoi idätyksen aikana, mitä 
voisi hyödyntää erilaisissa fermentointiprosesseissa. Tässä työssä fermentoitiin 
sinilupiinijauhon ja veden seosta, joten jatkotutkimuksissa voisi olla kiinnostavaa selvittää 
lupiinimaidon fermentoinnin onnistumista jogurtin valmistuksessa käytettävien 
maitohappobakteerikantojen avulla. 
 
Sinilupiinin siementen proteiinit olivat hyvin vesiliukoisia tutkituissa lämpötiloissa (25, 50 
ja 80 oC) ja happamuuksissa (pH ~6; 7,5 ja 9). Sinilupiinin vesiliukoisten albumiinien 
määrä vaihteli välillä 35–96 %, ja liukoisen proteiinin määrä lisääntyi selvästi 
uuttoliuoksen pH:n kasvaessa pH:sta 6 välille 7,5–9,0. Tällöin sinilupiinin 
varastoproteiinien rakenne muuttui selvästi vesiliukoisempaan muotoon pH-välillä 7,5–9,0. 
Kahden vuorokauden idätys paransi myös jonkin verran proteiinien liukoisuutta veteen 
verrattuna liotettuihin siemeniin, joten todennäköisesti jonkin verran globuliineja oli 
pilkkoutunut idätyksen aikana vesiliukoisempaan muotoon. Tässä tutkimuksessa ei 
kuitenkaan selvitetty proteiiniuutteen pysyvyyttä, joten elintarviketeknologisesta 
näkökulmasta kiinnostavaa voisi olla selvittää, mikä vesiliuoksen todellinen 
proteiinipitoisuus olisi varastoinnin (4 oC) jälkeen.  
 
Tämän tutkimuksen perusteella sinilupiinin siemenet saattaisivat soveltua hyvin erilaisten 
fermentoimalla valmistettujen elintarvikkeiden, kuten leivän, valmistuksessa käytettäväksi. 
Koska sinilupiinin varastoproteiinit olivat hyvin vesiliukoisia, sinilupiinin siemenet 
saattaisivat suuren proteiinipitoisuutensa vuoksi soveltua hyvin myös monien 
maitotaloustuotteiden korvikkeiden valmistuksessa käytettäväksi. Sinilupiinista voisi saada 
hyvän kasviproteiinilähteen soijan rinnalle. 
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LIITTEET 
Liite 1. Tutkimuksissa käytetyt reagenssit ja materiaalit  
 
Entsyymiaktiivisuudet ja peptidaasien luokittelu  
− atsokaseiini (Megazyme International Ireland, Bray, Ireland) 
− perunasta eristetty atsogalaktaani (Megazyme International Ireland, Bray, Ireland)  
− luokkaspesifiset peptidaasi-inhibiittorit:  
o pepstatin A (pep A) (Sigma Chemicals Co., St. Louis, USA)  
o PMSF (fenyylimetyylisulfonyylifluoridi) (Sigma Chemical Co, St. Louis, 
USA)  
o E-64 (trans-epoksisukkinyyli-L-leusyyliamido(4-guanidino)butaani), (Sigma 
Chemical Co, St. Louis, USA)  
o O-FEN (1,1O-fenantroline) (Sigma Chemical Co, St. Louis, USA). 
− natriumasetaattitrihydraatti (CH3COONa+3H2O) (99,0–101,0 %, Merck KGaA, 
Darmstadt, Saksa) 
− L-kysteiini (≥98 %, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) 
− trikloorietikkahappo (TCA) ( ≥99,5 %, Merck KGaA, Darmstadt, Saksa) 
− etanoli (96,1 til-%, ETAX A, Altia Oyj, Rajamäki, Suomi) 
 
Elektroforeesi SDS-PAGE:lla 
− n-heksaani (Rathburn Chemicals Ltd, Walkerburn, Skotlanti) 
− Trizmabase (2-amino-2-hydroksimetyyli)-1,3-propaanidioli) (99,9 %, Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, USA) 
− natriumkloridi (NaCl) ( ≥99,5 %, Merck KGaA, Darmstadt, Saksa) 
− natriumdodekyylisulfaatti (95 %, Sigma Chemicals Co, St. Louis, USA) 
− bromofenolinsininen (Merck KGaA, Darmstadt, Saksa) 
− DL-ditiotreitoli (DTT, treo-1,4-dimerkapto-2,3-butaanidioli) (Sigma-Aldrich Co, 
St. Louis, USA) 
− triglyseroli (May & Baker LTD, Dagenham, Englanti) 
−  MES SDS -puskuriliuos (20X) (NuPAGE, Invitrogen, Carlsbad, USA) 
− elektroforeesigeelit (NuPAGE, 4–12 %, Bis–Tris Gel 1,0 mm x 15 well, Invitrogen, 
Carlsbad, USA) 
− antioksidantti (NuPAGE, Invitrogen, Paisley, Skotlanti) 
− trikloorietikkahappo (TCA) ( ≥99,5 %, Merck KGaA, Darmstadt, Saksa) 
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− Coomassien sininen (Coomassie Brilliant Blue R-250, MP Biomedicals LLC, 
Illkirch, Ranska) 
 
Fermentointi 
− MRS -agar (de Man, Rogosa and Sharpe) (Lab M Limited, Lancashire, UK) 
− hiivauute (yeast extract powder, Lab M Limited, Lancashire, UK) 
− agar (agar no.1, Lab M Limited, Lancashire, UK) 
− peptoni (Bacto peptone, Difco laboratories, Detroit, USA) 
− natriumkloridi (NaCl, ≥ 99,5 %, Merck KGaA, Darmstadt, Saksa) 
− asetoni (Merck KGaA, Darmstadt, Saksa) 
− natriumhydroksidi (NaOH) (J.T. Baker, Ruotsi) 
− dekstroosi (Bacto-dextrose, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA) 
 
 
 
 
 
